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B 录 
第 I 部 分 细胞 导论 


1 细胞 和 基因 组 
地 球 上 细胞 的 共同 特征 
所 有 的 细胞 都 以 同样 的 线性 化 学 密码 DNA》 形式 储存 遗传 信息 
细胞 通过 依照 模板 的 聚合 作用 复制 遗传 信息 ………… 
所 有 的 细胞 都 将 其 部 分 遗传 信息 转录 成 共同 的 中 间 体 (RNA) 
所 有 细胞 都 将 蛋白 质 用 作 催 化 剂 …… 
所 有 细胞 都 以 相同 的 方式 将 RNA 翻译 成 蛋白 质 
相应 于 一 种 蛋白 质 的 遗传 信息 片段 就 是 一 个 基因 
生命 需要 自由 能 ee 
所 有 的 细胞 都 是 有 着 相同 分 子 建造 材料 的 生化 工厂 
细胞 外 被 覆 一 层 细胞 膜 ， 营 养 物质 和 废弃 物 必须 通过 细胞 膜 进 出 细胞 
细胞 的 生存 仅仅 需要 不 到 500 个 基因 … 
小 结 
基因 组 的 多 样 性 及 生命 树 … 
细胞 可 由 多 种 自由 能 源 提供 能 量 
- 些 细胞 可 以 为 其 他 细胞 固定 氨 及 二 : 
原核 细胞 间 的 生化 多 样 性 是 最 为 广泛 的 ………… 16 
生命 树 有 三 个 基本 分 支 : 细菌 、 古 细菌 和 真 核 生物 
一 些 基因 演化 迅速 ， 另 一 些 则 十 分 保守 …………… 
大 多 数 细菌 和 真 细菌 含有 1000 一 4000 个 基因 
新 基因 产生 于 先前 存在 的 基因 …………… 
基因 复制 引起 单个 细胞 内 相关 基因 家 族 的 出 现 
基因 可 以 在 两 个 物种 之 间 相 互 转移 ， 这 种 现象 在 实验 室 和 自然 界 都 可 以 发 生 
物种 中 基因 信息 的 水 平 交换 是 由 性 引起 的 
基因 的 功能 常 能 根据 其 序列 而 推测 … 
生命 树 上 三 NSPE 200 SANRA 
突变 揭示 基因 的 功能 
DF ADRIAN STAT AITE - 
AMR ……… 
真 核 生 物 的 遗传 信息 
真 核 生物 起 源 于 捕食 生物 
真 核 细胞 起 源 于 共生 体 … 
真 核 生物 有 着 杂 和 的 基因 组 
真 核 生物 的 基因 组 非常 庞大 
真 核 基因 组 中 有 着 丰富 的 调控 DNA 
基因 组 决定 多 细胞 发 育 的 进程 … 
许多 真 核 细胞 以 单 细胞 的 形式 存在 ， 即 原生 生物 
酵母 是 最 小 的 真 核 模式 生物 


2 ”细胞 的 化 学 和 生物 合成 
细胞 的 化 学 组 成 ……… 


催化 作用 和 细胞 利用 能 量 - 


机 体 中 所 有 基因 的 表达 水 平 都 同时 受到 监控 
拟 南 芥 一 一 300 000 多 种 植物 的 模式 物种 …… 
动物 细胞 的 代表 物种 : Ba. RA, NE. A 
果 蝇 的 研究 为 背 椎 动物 发 育 学 提供 了 钥匙 
疹 椎 动物 基因 组 是 重复 复制 的 产物 … 
基因 宛 余 对 于 遗传 学 家 来 说 是 个 大 问题 ， 但 却 为 进化 中 的 物种 提供 了 机 会 - 
小 鼠 是 哺乳 动物 的 模式 生物 
人 类 可 以 报道 自身 的 特性 … 
精确 来 说 我 们 所 有 人 都 是 不 同 的 
小 结 


细胞 是 由 几 种 原子 构成 的 
最 外 层 电子 决定 原子 的 作用 方式 
电子 的 获得 和 丢失 形成 离子 键 … 
共 价 键 是 通过 共用 电子 对 形成 的 

存在 几 种 不 同类 型 的 共 价 键 … 
专题 2-1 生物 分 子 中 常 出 现 的 化 学 键 和 化 学 基 团 
原子 的 行为 常常 表明 它 的 半径 似乎 是 固定 的 
专题 2-2 水 及 其 对 生物 分 子 行为 的 影响 … 59 
水 是 细胞 中 含量 最 丰富 的 物质 … 
某 些 极 性 分 子 在 水 中 形成 酸 和 碱 
4 种 非 共 价 相互 作用 帮助 细胞 内 分 子 结合 ， 
细胞 是 由 碳化 合 物 构 成 
细胞 含有 4 大 类 主要 家 族 的 有 机 小 分 子 - 
专题 2-3 结合 大 分 子 的 主要 类 型 的 弱 非 共 价 键 
糖 类 物质 为 细胞 提供 能 量 来 源 ， 也 是 多 糖 的 亚 单位 
专题 2-4 ”细胞 内 常见 糖 的 一 些 类 型 的 概 
脂肪 酸 是 细胞 膜 的 组 成 物质 …… 
氨基 酸 是 蛋白 质 的 亚 单位 
专题 2-5 脂肪酸 和 其 他 的 脂 类 
BASAL DNA 和 RNA 的 亚 单位 
专题 2-6 ” 核 苷 酸 的 概括 … 
拥有 显著 特征 的 大 分 子 在 细胞 化 学 中 占据 主要 地 位 
非 共 价 键 不 仅 决定 了 大 分 子 的 精细 形状 ， 而 且 决定 了 它 与 其 他 分 子 的 结合 


Pe tartas tesrininss 


细胞 代谢 是 由 酶 组 织 的 
细胞 释放 的 热能 使 得 生物 有 序 性 成 为 可 能 + 
专题 27 自由 能 和 生物 反应 

光合 生物 利用 阳光 合成 有 机 分 子 … 
细胞 通过 氧化 有 机 分 子 获取 能 量 
氧化 与 还 原 涉及 电子 转移 …… 
酶 降低 了 阻 明 化 学 反应 的 障碍 … 
酶 是 怎样 找到 底 物 的 一 一 迅速 扩散 极其 重要 - 


自由 能 变化 决定 反应 能 否 发 生 
反应 物 浓度 影响 AG …………. 
对 于 连续 反应 ，AG? 值 是 可 加 和 的 
活化 的 载体 分 子 对 于 生物 合成 必 不 可 : 
活化 载体 的 生成 与 能 量 上 有 利 的 反应 偶 联 
ATP 是 最 广泛 适用 的 活化 载体 分 子 … 
储存 于 ATP 中 的 能 量 通常 用 于 两 个 分 子 的 接合 
NADH 和 NADPH 是 重要 的 电子 载体 
细胞 内 还 有 许多 其 他 的 活化 载体 分 子 
生物 聚合 物 的 合成 需要 输入 能 量 … 
小 结 
细胞 怎样 从 食物 中 获取 能 量 . 
食物 分 子 分 三 个 阶段 分 解 产生 ATP 
糖 酵 解 是 生成 ATP 的 中 心 途径 … 
发 酵 使 得 在 无 氧 条 件 下 能 够 生成 ATP 
专题 8 糖 醇 解 途径 中 10 个 步骤 的 详细 内 容 …… 
糖 醇 解 过 程 证 实 了 酶 是 如 何 将 氧化 放 能 与 能 量 储存 偶 联 起 来 的 . 
糖 和 脂肪 都 在 线粒体 分 解 为 乙酰 CoA eeens 
柠 榜 酸 循环 使 乙酰 CoA 氧化 成 CO ， 生 成 NADH 
电子 转移 推动 细胞 内 大 多 数 ATP 的 合成 
专题 2-9 完整 的 三 羧 酸 循环 …… 
有 机 体 使 用 特殊 的 仓库 储存 食物 分 子 
氨基 酸 和 核酸 参与 了 氮 循 环 …… 
许多 生物 合成 途径 起 始 于 糖 醇 解 作用 或 柠 橡 酸 循环 
代谢 受到 组 织 和 调节 
小 结 : 
3 HAR - 
看 白质 的 形状 和 结构 oier 
蛋白 质 的 形状 特异 性 决定 于 其 氨基 酸 序列 … 
专题 3-1 蛋白 质 中 的 20 种 氨基 酸 
蛋白 质 折 番 为 能 量 最 低 的 构象 … 
a 螺旋 和 8B 折合 是 常见 的 折 肥 模式 
专题 3-2 ”显示 了 4 种 不 同 的 描述 SH2 结构 域 〔 真 核 细胞 中 有 重要 功能 ) 的 方式 
结构 域 是 蛋白 结构 的 一 个 基本 单位 
可 能 的 多 肽 链 中 只 有 少数 是 有 用 的 
蛋白 质 可 以 形成 有 限 的 折 登 模式 
同 源 序列 搜索 可 以 鉴定 亲缘 关系 … 
计算 机 技术 可 以 将 氨基 酸 序列 归 类 为 已 知 的 蛋白 质 折 叙 模式 
一 些 被 称 为 模块 的 蛋白 质 结构 域 ， 形 成 了 很 多 不 同 蛋白 质 的 一 部 分 
人 类 基因 组 编码 一 套 复杂 的 蛋白 质 ， 很 多 仍然 是 未 知 
大 的 蛋白 质 通常 包含 不 止 一 条 多 肽 链 
一 些 蛋 白质 形成 长 的 螺旋 状 纤维 
一 个 蛋白 质 分 子 可 以 形成 长 的 、 
共 价 交 联 稳定 胞 外 蛋白 …… 
蛋白 质 分 子 通常 作为 大 的 结构 分 子 的 亚 基 - 
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细胞 内 的 很 多 结构 是 自 组 装 的 
复杂 生物 结构 的 形成 需要 辅助 因子 的 帮助 


蛋白 质 的 功能 
所 有 的 蛋白 质 都 可 以 结合 其 他 分 子 
蛋白 质 构象 的 细节 决定 了 其 化 学 性 质 
蛋白 质 家 族 成 员 序列 比 对 可 以 发 现 重要 的 配 体 结合 位 
蛋白 质 通过 多 种 类 型 的 接触 面相 互 结合 … 
抗体 的 结合 位 点 是 高 度 可 变 的 
结合 能 力 由 平衡 常数 来 衡量 
酶 是 高 效 性 和 高 度 专 一 性 的 催化 剂 
底 物 的 结合 是 酶 促 反应 的 第 一 上 
专题 33 ”用 来 研究 酶 的 一 些 方法 
酶 通过 选择 性 的 稳定 转换 状态 加 速 反应 
酶 可 以 同时 产生 酸 催化 和 碱 催化 作用 
洲 菌 酶 揭示 了 酶 是 怎样 发 挥 作用 的 
与 小 分 子 的 高 亲 和 性 赋予 了 蛋白 质 额外 的 功能 
多 酶 复合 物 帮助 增加 细胞 代谢 速率 
酶 的 催化 活性 可 以 被 调节 
别 构 酶 有 两 个 或 多 个 结合 位 点 相互 作用 
两 个 配 体 如 果 其 结合 位 点 是 偶 联 的 ， 将 会 相互 影响 各 自 的 结合 性 
对 称 的 蛋白 质 分 子 的 组 装 产生 协同 别 构 转换 
原子 水 平 上 了 解 天 冬 所 酸 转 氨 甲 本 本 的 别 构 转换 
砚 酸 化 会 导致 蛋白 质 的 很 多 变化 ……… 
真 核 细胞 中 有 一 大 类 蛋白 激酶 和 蛋白 碍 酸 《〈 酯 ) 酶 - 
Cdk 和 Sre 蛋白 激酶 的 调控 显示 了 一 个 蛋白 质 是 如 何 作为 一 个 微 芯 片 起 作用 的 
蛋白 质 结合 和 水 解 GTP 是 普遍 存在 的 细胞 调节 因子 
调控 蛋白 通过 决定 GTP 或 者 GDP 结合 来 控制 GTP 结合 蛋白 的 活性 + 
大 蛋白 质 的 运动 来 自 于 小 蛋白 质 
动力 蛋白 负责 细胞 中 的 大 运动 
膜 结合 转运 蛋白 利用 能 量 将 分 子 输送 过 腹 …………… 
蛋白 质 通常 形成 巨大 的 复合 体 ， 以 蛋白 质 机 器 的 形式 发 挥 功能 
细胞 功能 的 基础 是 复杂 的 蛋白 质 相互 作用 网 络 


第 开 部 分 基本 遗传 机 制 


4 DNA 与 染色 体 
DNA 的 结构 和 功能 . 
DNA 分 子 由 两 条 互补 的 核 捅 酸 链 组 成 

DNA 的 结构 提供 了 一 种 遗传 机 制 …… 

真 核 生物 中 ，DNA 围 在 细胞 核 内 - 

小 结 

染色 体 DNA 及 其 在 染色 质 纤维 中 的 包装 
真 核 生物 DNA 包装 成 一 套 染色 体 


* viii * 


染色 体 含有 长 串 的 基因 - 
人 类 基因 组 的 核 苷 酸 序列 揭示 了 基因 在 人 体内 是 如 何 排列 的 
相关 生物 DNA 之 间 的 比较 揭示 DNA 序列 中 存在 保守 区 域 和 非 保守 的 区 域 
染色 体 存在 于 细胞 生命 过 程 中 的 不 同 阶段 
每 个 形成 线性 染色 体 的 DNA 分 子 都 4 
染色 体 中 的 DNA 分 子 高 度 凝聚 … 
核 小 体 是 真 核 生物 染色 体 结构 的 基本 单位 … 
核 小 体 核心 颗粒 的 结构 揭示 了 DNA 是 如 何 包装 的 
核 小 体 在 DNA 上 的 位 置 由 DNA 柔性 和 其 他 DNA 结合 蛋白 质 决定 
核 小 体 通常 一 起 包装 成 一 条 致密 的 染色 质 纤维 … 
ATP 驱动 的 染色 质 重建 装置 改变 了 核 小 体 结构 
组 蛋白 尾 的 共 价 修饰 可 以 对 染色 质 产生 深远 的 影响 
A 
染色 体 的 总 体 结构 
灯 居 染色体 含有 解 凝 聚 的 染色 质 环 … 
果 蜗 多 线 染 色 体 排列 成 交替 的 带 和 间 带 
在 多 线 染 色 体 中 ， 带 和 间 带 都 含有 基因 
单个 多 线 染 色 体 的 带 能 作为 一 个 单位 进行 解 折合 和 重 折 叙 
异 源 染 色 质 是 高 度 组 织 的 ， 通 常会 抑制 基因 表达 
染色 体 末 端 存在 一 种 特殊 形式 的 异 染 色 质 + 
着 丝 粒 也 包装 成 异 染色 质 … 
蜡染 色 质 可 能 提供 了 一 种 抵制 移动 DNA 元 件 的 机 制 
有 丝 分 裂 染 色 体 由 处 于 最 凝聚 状态 的 染色 质 形 成 … 
每 条 有 丝 分 裂 染 色 体 都 含有 巨大 结构 域 这 种 特征 模式 


5 DNA 复制 、 修 复 以 及 重组 
DNA 序列 的 维持 
突变 率 极 低 … 
蛋白 质 中 许多 突变 都 是 有 害 的， 并 被 自然 消除 
据 我 们 所 知 ， 低 突变 率 对 于 生命 是 必需 的 
小 结 … 
DNA 复制 机 制 
碱 基 配 对 原则 为 DNA 复制 和 修复 提供 了 基础 
DNA 复制 又 是 不 对 称 的 
DNA 复制 的 高 度 忠实 性 需要 多 种 校对 机 制 ………… 
只 有 以 5 一 3 方向 进行 的 DNA 复制 能 够 对 错误 有 效 地 加 以 校正 “ 

一 种 特殊 的 核 苷 酸 聚 合 酶 在 后 随 链 上 合成 短 RNA 引物 分 子 … 
特殊 蛋白 质 帮助 打开 复制 叉 前 面 的 DNA BURDE -++ 
移动 的 DNA 聚合 酶 分 子 通 过 一 个 滑动 的 环保 持 与 DNA 的 连接 … 
复制 叉 上 的 蛋白 质 协 同 作用 ， 形 成 一 个 复制 机 器 
一 种 链 指导 的 错 配 修复 系统 清除 了 逃 过 复制 机 器 检查 的 复制 错误 
DNA 拓扑 异 构 酶 防止 复制 期 间 DNA 乱 成 团 
真 核 生物 和 细菌 的 DNA 复制 过 程 相似 


染色 体 上 DNA 复制 的 起 始 与 完 
DNA 复制 起 始 于 复制 起 点 
细菌 染色 体 只 有 一 个 DNA 复制 起 点 
真 核 生 物 的 染色 体 含有 多 个 复制 起 点 
在 真 核 生物 中 DNA 复制 只 在 细胞 周期 的 一 段 时 间 内 进行 
同一 染色 体 上 的 不 同 区 域 在 S 期 的 不 同时 间 进 行 复制 … 
高 度 压缩 的 染色 质 复制 较 晚 ， 而 压缩 程度 较 小 的 染色 质 中 的 基因 倾向 于 较 早 复制 
在 一 种 简单 真 核 生 物 芽 殖 酵母 中 确定 的 DNA 序列 充当 复制 起 点 
一 个 巨大 的 多 亚 基 复合 物 结合 在 真 核 生 物 复制 起 点 上 … 
哺乳 动物 中 指定 复制 起 始 的 DNA 序列 曾 一 度 难以 确定 
新 的 核 小 体 在 复制 叉 后 面 组 装 起 来 
端 粒 酶 复制 染色 体 的 末端 … 
端 粒 长 度 受到 细胞 和 生物 体 的 调控 
小 结 … 

DNA 修复 

如 果 不 存在 DNA 修复 ， 自 发 的 DNA 损伤 将 迅速 改变 DNA 序列 

DNA 双 螺 旋 容 易 修复 

DNA 损伤 可 以 通过 多 种 途径 加 以 清除 

DNA 碱 基 的 化 学 促进 损伤 的 发 现 、 

双 链 断裂 被 有 效 地 修复 …… 

在 对 DNA 损伤 的 应 答 中 细胞 能 产生 DNA 修复 酶 … 

DNA 损伤 延迟 了 细胞 周期 的 进程 + 


一 般 性 重组 由 两 个 同 源 DNA 分 子 间 碱 基 配 对 互 作 指导 进行 
减 数 分 裂 重 组 由 双 链 DNA 断裂 引起 
DNA 杂交 为 一 般 性 重组 中 碱 基 配对 步骤 提供 了 一 种 简单 模型 
RecA 蛋白 及 其 同 源 蛋 白质 使 DNA 的 一 条 单 链 能 够 与 DNA 双 螺 旋 的 同 源 区 域 配对 
真 核 生物 中 存在 RecA 蛋白 的 多 种 同 源 蛋白 质 ， 它 们 每 一 种 都 特 化 后 具有 特异 的 功能 … 
一 般 性 重组 常常 涉及 一 个 Holliday 连接 的 形成 
一 般 性 重组 能 引起 基因 转换 
一 般 性 重组 事件 在 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 细胞 中 倾向 于 产生 不 同 的 结果 
错 配 校对 防止 两 条 不 能 配对 的 DNA 序列 之 间 发 生 任意 重组 


位 点 特异 性 重组 … 
可 移动 遗传 元 件 能 够 通过 转 座 或 者 保守 机 制 进行 移 
转 座 的 位 点 特异 性 重组 能 将 可 移动 遗传 元 件 插入 到 任何 DNA 序列 中 
DNA 转 座 子 提供 DNA 断裂 和 连接 机 制 进行 转移 
有 些 病 毒 利用 转 座 的 位 点 特异 性 重组 将 它们 自身 转移 到 宿主 细胞 染色 体 中 
逆转 录 病毒 样 的 逆转 座 子 与 逆转 录 病毒 类 似 ， 但 是 缺少 蛋白 质 衣 
人 类 基因 组 大 部 分 是 由 非 反 转录 病毒 的 逆转 座 了 组 成 
在 不 同 生物 中 存在 不 同 的 占 优势 地 位 的 转 座 元 件 … . 
基因 组 序列 揭示 出 转 座 元 件 发 生 过 转移 的 大 概 时 间 ncaadsasat nsdn test 


保守 的 位 点 特异 性 重组 能 可 逆 地 重 排 DNA - 
保守 的 位 点 特异 性 重组 能 够 用 来 打开 或 关闭 基因 


INS a 


6 ”细胞 如 何 解读 基因 组 
从 DNA 到 RNA -… 
部 分 DNA 序列 转录 成 RNA 
转录 产生 与 DNA 一 条 链 互补 的 RNA 
细胞 合成 几 种 类 型 的 RNA ………… 
编码 在 DNA 中 的 信号 告诉 RNA 聚合 酶 从 哪里 开始 ， 又 在 哪里 结束 
转录 起 始 和 转录 终止 信号 是 不 同 的 核 背 酸 序 允 
真 核 生物 中 转录 起 始 需要 许多 蛋白 质 
RNA 聚合 酶 了 需要 通用 转录 因子 
聚合 酶 上 也 需要 激活 蛋白 、 介 导 蛋 白 以 及 染色 质 修饰 蛋白 
转录 延伸 在 DNA 中 产生 超 螺旋 张力 … 
真 核 生物 中 转录 延伸 与 RNA 加 工 紧密 偶 联 - 
RNA 加 帽 是 真 核 生物 前 体 mRNA 第 一 种 修饰 
RNA 剪接 从 新 转录 的 前 体 mRNA 中 除去 内 含 子 序 列 
核 苷 酸 序列 为 在 哪里 进行 剪接 提供 了 信号 
RNA 剪接 由 剪接 体 完成 …… 
DUAL ATP 水 解 提供 能 量 形成 各 种 复杂 的 RNA-RNA 重 排 
对 前 体 mRNA 的 有 序 影响 有 助 于 解释 如 何 选择 正确 的 剪接 位 点 
另外 一 套 snRNP 剪接 了 动物 和 植物 中 一 小 部 分 内 含 子 
RNA 剪接 表 现 出 显著 的 可 塑性 
由 前 接 体 催化 进行 的 RNA 剪接 可 能 从 自我 剪接 机 制 演变 而 来 
RNA 加 工 酶 产生 真 核 mRNA 3' 端 … 
成 熟 的 真 核 mRNA 选择 性 地 输出 细胞 核 ~ 
许多 非 编码 RNA 也 在 细胞 核 内 合成 和 加 工 
核 仁 是 生产 核糖 体 的 工厂 … 
细胞 核 含有 多 种 亚 细 胞 核 结构 
小 结 ， 
从 RNA 到 蛋白 质 … 
mRNA 序列 编码 在 一 套 核 苷 酸 三 联 体 中 
tRNA 分 子 将 氨基 酸 与 mRNA 中 的 密码 子 匹配 
tRNA 从 细胞 核 输出 前 受到 共 价 修饰 … 
特异 的 酶 将 每 个 氨基 酸 与 它 合适 的 tRNA 分 子 侦 联 起 来 
RNA 合成 酶 进行 的 编辑 确保 了 精确 性 - 
氨基 酸 加 入 到 生长 多 肽 链 的 C 端 
RNA 信息 在 核糖 体 上 解 译 … 
延伸 因子 推动 翻译 向 前 进行 
核糖 体 是 一 种 核 酶 ……… 
mRNA 中 的 核 苷 酸 序列 提供 了 从 哪里 开始 合成 蛋白 质 的 信号 
终止 密码 子 标记 翻译 的 结束 … 
蛋白 质 在 多 珍 体 核糖 体 上 合成 
质量 控制 机 制 在 翻译 的 许多 阶段 发 挥 作用 
标准 遗传 密码 中 存在 较 小 的 变动 ees. 


RNA 世界 与 生命 的 起 源 


7 ”基因 表达 的 调控 
基因 调控 概述 … 


基因 调节 蛋白 中 的 DNA 结合 基 序 


许多 原核 生物 蛋白 质 合成 的 抑制 剂 是 有 用 的 抗生素 
蛋白 质 还 在 合成 时 就 已 开始 折 司 … 
分 子 伴侣 帮助 指导 许多 和 蛋白质 的 折 登 
暴露 的 疏水 区 域 为 蛋白 质 质 量 控制 提供 了 关键 信号 
蛋白 酶 体 降解 细胞 内 大 部 分 新 合成 的 蛋白 质 … 
一 种 复杂 的 泛 素 结合 系统 标记 将 要 降解 的 蛋白 质 
许多 蛋白 质 受 到 可 调 型 破坏 的 控制 
异常 折 肥 的 蛋白 质 能 够 积聚 起 来 ， 引 起 破坏 性 的 人 类 疾病 
从 DNA 到 蛋白 质 要 经 过 许多 步骤 


生命 需要 自我 催化 作用 《〈 自 催化 ) 
多 聚 核 苷 酸 不 仅 能 储存 信息 ， 还 能 够 催化 化 学 反应 
在 RNA 世界 之 前 可 能 存在 一 个 前 RNA 世界 … 
单 链 RNA 分 子 能 折 短 成 高 度 复杂 的 结构 
自我 复制 的 分 子 经 历 自 然 选择 
蛋白 质 合成 是 怎样 进化 的 … 
现今 所 有 细胞 利用 DNA 作为 它们 的 遗传 物质 


多 细胞 生物 中 不 同类 型 的 细胞 含有 相同 的 DNA 
不 同类 型 的 细胞 合成 不 同系 列 的 蛋白 质 
细胞 能 够 改变 基因 的 表达 以 应 答 外 部 信号 
从 DNA 到 RNA 到 蛋白 质 这 条 途径 中 ， 基 因 表达 可 以 在 许多 步骤 上 受到 调控 


运用 细菌 遗传 学 发 现 了 基因 调节 蛋白 
DNA 螺旋 的 外 侧 可 被 蛋白 质 识别 
DNA 双 螺 旋 的 几何 学 特征 由 核 苷 酸 序列 决定 
短 DNA 序列 是 遗传 开关 的 基本 组 分 …… 
基因 调节 蛋白 含有 能 够 阅读 DNA 序列 的 结构 基 序 
螺旋 -转角 -螺旋 是 最 简单 也 是 最 常见 的 DNA 结合 基 序 之 一 

同 源 异 型 结构 域 蛋白 构成 一 类 特殊 的 螺旋 -转角 -螺旋 蛋白 质 
存在 许多 种 DNA 结合 锌 指 基 序 ……… 
8 折合 也 能 识别 DNA 
亮 氨 酸 拉链 基 序 不 仅 介 导 DNA 结合 ， 而 且 介 导 蛋白 质 二 聚 化 
异 源 二 聚 化 扩大 了 基因 调节 蛋白 所 能 识别 的 DNA 序列 种 类 
螺旋 - 环 - 螺 旋 也 介 导 二 聚 化 和 DNA 结合 ……… 
还 不 能 预测 出 所 有 基因 调节 蛋白 识别 的 DNA 序列 
利用 凝 胶 迁 移 率 变动 分 析 能 容易 地 发 现 序列 特异 性 DNA 结合 蛋白 
DNA 亲 和 层 析 使 序列 特异 DNA 结合 蛋白 的 纯化 更 容易 
可 以 确定 出 一 个 基因 调节 蛋白 识别 的 DNA 序列 …… 
染色 质 免 疫 沉淀 技术 可 以 在 活 细胞 中 鉴定 出 基因 调节 蛋白 结合 的 DNA 位 点 ee 444 


基因 开关 如 何 工 作 
色 氨 酸 阻 过 蛋白 是 在 细菌 中 将 基因 打开 或 关闭 的 一 种 简单 开关 - 
转录 激活 蛋白 将 基因 打开 -pe 
一 个 转录 激活 蛋白 和 一 个 转录 阻 过 蛋白 调控 lac 操纵 子 
真 核 细 胞 中 转录 调控 很 复杂 …… 
真 核 生物 基因 调节 蛋白 从 距离 调控 基因 表 ; 
真 核 基因 调控 区 由 一 个 启动 子 和 调节 DNA 序列 组 成 
真 核 基因 激活 蛋白 促进 RNA 聚合 酶 和 通用 转录 因子 在 转录 起 始 位 点 上 的 组 装 
真 核 基因 激活 蛋白 修饰 局 部 染色 质 结构 
基因 激活 蛋白 协同 地 发 挥 作用 …… 
真 核 基因 阻 过 蛋白 能 以 不 同 的 方式 抑制 转录 …… 
真 核 基因 调节 蛋白 常常 在 DNA 上 装配 成 复合 体 
调节 果 蝇 发 育 的 复杂 基因 开关 由 较 小 的 元 件 构造 而 成 
RH eve 基因 受到 组 合 调控 的 调节 
哺乳 动物 复杂 的 基因 调控 区 域 也 由 简单 的 调节 模块 构成 
绝缘 子 是 防止 真 核 基因 调节 蛋白 影响 远 处 基因 的 DNA F 
细菌 利用 可 交换 的 RNA 聚合 酶 亚 基 帮助 调节 基因 转录 
mnt ERREEN 
小 结 … 

产生 特 化 细胞 类 再 的 分 子 遗 传 学 机 抽 
DNA 重 排 介 导 了 细菌 的 相 转变 …… 
一 组 基因 调节 蛋白 决定 了 芽 殖 酵母 的 细胞 类 型 … 
两 种 彼此 阻 遇 对 方 合成 的 蛋白 决定 了 和 叭 菌 体 的 遗传 状 
基因 调节 环 路 能 用 于 组 建 记忆 装置 以 及 振荡 器 …… 473 
导 夜 节律 钟 以 基因 调节 中 的 反馈 环 为 基础 
单个 蛋白 质 可 以 协同 一 组 基因 的 表达 

-个 关键 基因 调节 蛋白 的 表达 能 够 引发 一 整 叫 下 游 基 因 的 表 : 

真 核 生物 中 组 合 基因 调控 产生 许多 不 同 的 细胞 类 型 
单个 基因 调节 蛋白 能 触发 整个 器 官 的 形成 
稳定 的 基因 表达 模式 能 够 传递 到 子 代 细胞 
染色 质 结构 中 广泛 的 染色 体 改变 可 以 遗传 
DNA 甲 基 化 模式 在 消 椎 动物 细胞 分 裂 时 可 以 遗传 
FEES OAL DNA 甲 基 化 将 基因 锁定 在 沉默 状态 
基因 组 印迹 需要 DNA 甲 基 化 …… 
哺乳 动物 中 CG 岛 大 约 与 20 000 个 基因 相连 


转录 后 调控 .ee 491 
转录 弱化 作用 引起 RNA 分 子 提前 终止 
选择 性 RNA 剪接 能 从 同一 个 基因 产生 不 同形 式 的 蛋白 质 
自从 发 现 选 择 性 剪接 以 后 ， 已 不 得 不 对 基因 的 定义 做 出 
在 果 蝇 中 性 别 决定 依赖 于 一 系列 可 调 型 RNA 剪接 … 
RNA 转录 物 切割 和 poly A 加 成 的 位 点 发 生 改变 能 使 一 个 蛋白 质 的 C 端 发 生 改 变 
RNA 编辑 能 改变 RNA 信息 的 含义 
从 细胞 核 转运 RNA 可 以 受到 调控 
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基因 组 如 何 进化 …… 


8 PARAM, DNA 和 RNA 
细胞 分 离 和 培养 … 


细胞 组 分 的 分 离 


有 些 mRNA 定位 在 细胞 质 中 的 特定 区 域 - 
结合 mRNA 5 和 3 非 翻译 区 的 蛋白 质 介 导 了 翻译 负 调 控 
-个 起 始 因子 的 磷酸 化 整体 上 调节 了 和 蛋白质 合 
在 翻译 起 始 位 点 上 游 AUG 密码 子 上 的 起 始 能 调节 真 核 生物 的 翻译 
内 部 核糖 体 进入 位 点 提供 了 翻译 调控 的 机 会 
mRNA 稳定 性 的 改变 能 调控 基因 表达 … 
细胞 质 内 poly A 加 成 能 调控 翻译 … 
无 义 介 导 mRNA 降解 在 真 核 生物 中 用 作 一 种 mRNA 监视 系 : 
细胞 利用 RNA 干扰 来 沉默 基因 表达 


拷贝 和 维持 DNA 的 正常 机 制 失灵 引起 基因 组 改变 
两 个 物种 基因 组 序列 的 差别 与 它们 独自 进化 以 来 经 历 的 时 间 长 短 呈 比例 
人 类 和 黑猩猩 的 染色 体 非常 相似 


人 类 和 小 鼠 染 色 体 比较 表明 了 基因 组 大 规模 的 结构 趋 异 是 如 何 发 生 的 

难以 重 构 远古 基因 组 的 结构 …… 515 
在 进化 过 程 中 ， 基 因 重复 和 趋 异 是 产 eA BATE EKW 517 
重复 的 基因 发 生 趋 异 … 


珠 蛋 白 基因 家 族 的 进化 表明 了 DNA 重复 是 怎样 帮助 生物 进化 的 
外 显 子 重组 可 以 产生 编码 新 蛋白 质 的 基因 
基因 组 序列 给 科学 家 留 下 尚 待 解 开 的 迹 
物种 的 遗传 变异 为 基因 组 的 进化 提供 了 一 幅 精 细 的 画面 
小 结 … ieee a katie sis 


SUBS A RK 


Bs Sa Ae N 
细胞 可 以 在 培养 骨 中 培养 
在 无 血清 ， 化 学 成 分 已 知 培养 基 中 鉴 
真 核 细胞 系 是 均 质 细 胞 的 重要 来 源 
细胞 可 以 融合 形成 杂种 细胞 …… 
杂交 疾 细 胞 系 是 单 克隆 抗体 的 持久 来 源 


小 结 


可 以 通过 超 离心 分 离 细 胞 器 和 大 分 子 
在 非 细胞 体系 中 可 以 解释 的 复杂 细胞 过 程 的 分 子 细节 
可 以 通过 色谱 分 离 蛋白 质 … 
亲 和 色 谱 利 用 了 蛋白 质 上 的 特异 性 结合 

蛋白 质 的 大 小 和 亚 基 组 成 可 以 通过 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 鉴定 
超过 1000 种 蛋白 质 可 以 在 一 次 聚 两 燃 酰 胺 双向 凝 胶 电泳 中 分 离 
选择 性 切割 蛋白 质 产 生 不 同 的 多 肽 片段 组 合 


+ xiv 。 


分 离 、 克 隆 DNA 和 DNA 测序 
可 以 用 限制 性 内 切 核酸 酶 将 大 分 子 DNA 切 成 片段 
凝 胶 电 泳 分 离 不 同 大 小 的 DNA 分 子 …… 
纯化 的 DNA 分 子 可 在 体外 用 同位 素 或 化 学 标签 进行 特异 标 
核酸 杂交 反应 是 检测 特异 性 核 背 酸 序列 的 灵敏 手段 … 
DNA 印迹 法 、RNA 印迹 法 和 电泳 分 离 的 核酸 分 子 的 杂交 + 
用 杂交 技术 可 以 在 细胞 或 者 染色 体 上 对 特定 的 核酸 序列 进行 
可 以 从 DNA 文库 中 克隆 基因 …… 
两 种 不 同 的 DNA 文库 用 于 不 同 的 目的 
CDNA 克隆 含有 不 间断 的 编码 序列 
分 离 的 DNA 片段 能 够 进行 快速 测序 
核酸 序列 用 于 预测 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 
许多 生物 的 基因 组 都 全 部 测序 守 
选择 的 基因 片段 可 以 经 诊 合 酶 链 反应 在 试管 中 克隆 
细胞 内 的 蛋白 质 可 以 利用 表达 载体 进行 大 量 的 表达 
小 结 … 
分 析 焉 白质 的 结构 和 功能 … 
一 自 质 名 体 的 英和 村 射 可 以 提示 下 自 质 的 准 请 结构 
分 子 结构 也 可 以 通过 核磁 共振 光谱 学 进行 测定 
序列 相似 性 可 以 提供 蛋白 质 功能 的 线索 … 
融合 蛋白 可 以 用 于 分 析 蛋 白质 功能 和 在 活 细胞 中 追踪 蛋白 质 
亲 和 层 析 和 免疫 沉淀 可 以 测定 相互 关联 的 蛋白 质 
蛋白 质 -蛋白 质 相互 作用 可 以 用 双 杂 交 系 统 进行 鉴定 + 
叭 菌 体 展示 的 方法 也 可 以 检测 蛋白 质 相 互 作 用 
蛋白 质 相互 作用 可 以 利用 表面 等 离子 体 共振 来 
DNA 足 述 法 可 以 显示 蛋白 质 在 DNA 分 子 上 结合 的 位 置 . 


研究 基因 的 表达 和 功能 ， 
专题 8-1 经 典 遗传 学 回 
经 典 途径 从 随机 突变 开始 
遗传 学 币 选 鉴别 突变 体 在 细胞 进程 中 的 缺陷 
互补 测验 可 以 揭示 两 个 突变 是 否 发 生 在 同一 个 基因 内 部 
因 定位 可 以 通过 连锁 分 析 …… 
寻找 同 源 性 可 以 帮助 预测 基因 的 功能 
报道 基因 可 以 揭示 基因 何 时 何 处 表达 
芯片 可 以 一 次 监测 数 千 种 基因 的 表 
目标 突变 可 以 揭示 基因 功能 … 
可 以 按照 要 求 产 生 含有 突变 基因 的 细胞 和 动物 … 
在 细菌 和 一 些 低 等 直 核 生物 中 细胞 中 的 正常 基因 可 以 直接 被 改选 的 突 训 基因 化 过 
改造 的 基因 可 以 用 来 在 二 倍 体 生 物 中 产生 特殊 的 显 性 失 活 突变 
功能 获得 突变 可 为 基因 在 细胞 或 生物 体 中 发 挥 的 功能 提供 线索 
可 以 重新 设计 基因 来 产生 有 任何 想 要 序列 的 蛋白 质 
改造 的 基因 可 以 很 容易 地 插入 许多 动物 的 生殖 系 
基因 打靶 可 以 产生 缺失 特异 基因 的 转基因 小 鼠 
转基因 植物 对 细胞 生物 学 和 农业 都 是 重要 的 


9 细胞 显 像 


显微镜 下 观察 细胞 的 结构 
光学 显微镜 能 分 辩 0. 2pm 的 细节 部 分 
用 相差 显微镜 和 微分 干涉 相差 显微镜 清晰 地 观察 活 细胞 - 
电子 技术 用 于 增强 和 分 析 图 像 … 4 
用 于 显微镜 观察 的 组 织 通常 要 被 固定 和 切片 
细胞 中 不 同 的 成 分 可 以 被 选择 性 染色 …… 
通过 荧光 显 微 技术 对 特定 分 子 进行 细胞 定位 
抗体 可 用 于 检测 特定 分 子 
使 用 光学 显微镜 进行 复杂 的 三 维 物体 成 像 是 可 能 的 
共 育 焦 显 微 镜 通过 滤 去 焦 平面 外 的 光 获取 光学 截面 
电子 显微镜 分 辩 细胞 的 细微 结构 
用 于 电子 显微镜 的 生物 标本 需要 特别 准备 
特定 的 大 分 子 能 用 免疫 金 电 子 显微镜 进行 定位 
用 扫描 电子 显微镜 获取 表面 图 像 
在 透射 电子 显微镜 的 高 分 辩 率 下 通过 金属 阴影 来 检测 表面 特征 
冰冻 断 独 和 冰冻 僻 刻 电子 显微镜 方法 获取 细胞 内 部 的 面 层 图 像 
负 妇 色 和 低温 电子 显 微 成 像 术 能 在 高 分 辩 率 下 观察 到 大 分 子 
多 重 图 像 能 组 合 到 一 起 提高 分 辩 素 … 
来 源 于 不 同方 向 的 图 像 能 被 组 合 到 一 起 进行 三 维 重 构 
IME oe 

观察 活 细胞 中 的 分 子 
使 用 发 光 指示 前 度量 细胞 内 离子 流 度 的 快速 变化 
几 种 将 不 透 膜 的 分 子 导 人 细胞 的 方法 … 
“ 笼 状 ”前 体 分 子 的 光 感 应 活化 作用 促进 了 对 细胞 内 动态 的 研究 
绿色 荧光 和 蛋白 用 于 标记 活 细胞 或 组 织 中 的 蛋白 质 … 
光 除 了 用 于 对 微小 物体 成 像 外 还 可 用 于 操纵 微小 物体 

可 用 放射 性 同位 素 标记 的 分 子 


脂 双 层 的 流动 性 依赖 于 它 的 成 分 
质 膜 包含 富 含有 靖 磷 脂 、 胆 固 醇和 某 些 膜 蛋白 的 脂 质 徐 - 
脂 双 层 的 不 对 称 性 在 功能 上 是 重要 的 
糖 脂 在 所 有 质 膜 表面 都 有 
小 结 : 
膜 蛋 白 - 
膜 蛋 白 可 以 通过 多 种 方法 和 脂 双 层 联 在 一 起 
大 多 数 跨 膜 蛋白 借助 "螺旋 构象 的 多 肽 链 穿 过 脂 双 展 ……………………… rererrersserssnererreseresseess 661 
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Feet BBE RK A RA 
许多 膜 蛋白 被 糖 基 化 
用 去 污 剂 能 溶解 并 纯化 膜 蛋白 
用 血 影 细 胞 来 研究 胞 质 内 侧 的 质 膜 蛋白 
血 影 蛋白 是 一 个 细胞 骨架 蛋白 ， 通 过 非 共 价 作用 和 红细胞 膜 的 胞 质 面相 连 
血型 糖 蛋白 用 一 个 单个 的 a 螺旋 穿 过 红细胞 的 脂 双 层 
红细胞 中 的 带 3 蛋白 是 一 个 促进 阴离子 转运 的 多 次 跨 膜 蛋白 
细菌 视 紫 红 质 是 一 个 质子 泵 ， 通 过 7 个 a 螺旋 穿 过 脂 双 层 . 
膜 蛋白 通常 形成 大 复合 物 来 行使 功能 
许多 膜 蛋 白 在 膜 平面 中 扩散 … 
细胞 可 以 将 蛋白 质 和 脂 分 子 限 定 在 细胞 膜 中 特定 区 域 
细胞 表面 包 被 有 糖 残 基 -- 
小 结 
11 小 分 子 的 膜 运输 和 膜 的 电 性 质 
膜 运输 的 原则 
无 蛋白 质 脂 双 层 对 离子 是 高 度 不 渗透 的 
膜 运输 蛋白 可 分 为 两 大 类 ， 载体 蛋白 和 通道 蛋白 
主动 运输 通过 与 能 源 偶 联 的 载体 蛋白 介 导 …… 
离子 载体 可 用 作 增 加 膜 对 特异 离子 通 透 性 的 工具 


载体 蛋白 和 膜 的 主动 运输 … 
主动 运输 可 被 离子 梯度 驱动 
质 膜 中 Nar 驱动 的 载体 蛋白 调节 胞 质 溶胶 pH 
上 皮 细胞 中 载体 蛋白 的 不 对 称 分 布 是 溶质 跨 细胞 
质 膜 的 Nar -K+ EEA ATPase ……… 
一 些 Cat RA H 泵 也 是 P 型 转运 ATPase 
Na -K- 泵 是 维持 渗透 平衡 和 稳定 细胞 体积 所 必需 的 
专题 11-1 胞 内 水 平衡 :问题 及 其 解决 办 法 
合成 ATP 的 膜 结合 酶 是 以 相反 方向 起 作用 的 转运 ATPase 
ABC 运载 体 是 膜 转运 蛋白 的 最 大 家 族 …… 
小 结 . 
离子 通道 和 膜 的 电 特性 
离子 通道 是 离子 选择 性 的 并 在 开关 两 种 状态 之 问 转换 
动物 细胞 中 的 膜 电势 主要 依赖 于 K 漏电 通道 和 跨 质 膜 K+ 梯度 
专题 11-2 能 斯 特 方程 的 推导 … 
当 Na -K-~ 泵 停止 时 ， 静 息 电位 仅 缓 惕 下 降 
细菌 K 通道 的 三 维 结构 证 明 离子 通道 如 何 起 作用 
神经 细胞 的 功能 依赖 于 它 的 纵 长 结构 … 
电压 门 控 阳离子 通道 在 电 兴奋 细胞 中 产生 动作 电位 
专题 11-3 用 乌贼 下 轴 突 所 做 的 一 些 经 典 实验 … 
链 精 形成 增加 动作 电位 在 神经 细胞 中 传播 的 速度 和 效率 
膜 片 错 记录 表明 单个 门 通道 是 以 全 或 无 的 形式 开放 
电压 门 控 阳离子 通道 在 进化 上 和 结构 上 是 相关 的 … 
递 质 门 控 离 子 通道 在 化 学 突 触 处 将 化 学 信号 转换 成 电信 


CPE PEARY AEX AS aU ARE EAU HE BY A A N EEA EE 
神经 肌肉 接头 处 的 乙酰 胆 碱 受 体 是 递 质 门 控 阳离子 通道 
递 质 门 控 离子 通道 是 精神 活性 药物 的 主要 靶 点 
神经 肌肉 传递 涉及 5 组 不 同 离子 通道 的 相继 激活 
各 个 神经 元 都 是 一 个 复杂 计算 装置 …… 
神经 计算 至 少 需要 3 类 K 通道 的 组 合 
POUR RAE (LTO ERT Ck ae DATAENE A 


12 细胞 内 区 域 和 蛋白 质 分 选 
细胞 内 的 区 域 化 …… 
所 有 真 核 细胞 具有 一 套 相同 的 膜 包 被 基本 细胞 器 
膜 包 被 的 细胞 器 的 形态 学 关系 可 以 从 进化 发 生 的 角度 得 到 解释 
蛋白 质 可 以 在 各 分 隔 之 间 以 不 同 的 方式 运动 …… 
信和 号 序列 和 信号 斑 引 导 蛋 白质 至 细胞 内 的 正确 位 置 
专题 12-1 研究 信号 序列 和 蛋白 质 跨 膜 运输 的 方法 
PARE RENO TENSTA 细胞 器 自身 提供 必需 信息 
小 结 … 
细胞 核 和 细胞 质问 的 分 子 运输 
核 孔 复合 体 贯 穿 核 被 膜 …… 
核定 位 信号 引导 核 内 蛋白 进入 细胞 核 ， 
细胞 核 输 入 受 体 结合 核定 位 信号 和 核 孔 蛋白 
细胞 核 输出 和 细胞 核 输入 程序 一 样 ， 方 向 相反 
Ran GTP 酶 促使 核 筷 复合 体 定向 转运 的 发 生 … 
细胞 通过 调控 进入 转运 装置 的 途径 实现 细胞 核 和 细胞 质 基质 间 
核 被 膜 在 有 丝 分 裂 过 程 中 分 解 … 
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BORLA SA KEEA - 
蛋白质 易 位 进入 线粒体 基质 依赖 于 信号 序列 和 蛋白 质 易 位 体 
线粒体 前 体 蛋 白 以 伸展 的 多 肘 链 形式 输入 线粒体 … 
线粒体 前 体 蛋白 从 内 膜 和 外 膜 的 接触 点 输入 线粒体 基 
ATP 的 水 解 和 H` 梯度 驱动 蛋白 质 输入 线粒体 
线粒体 hsp70 催化 的 ATP 水 解 重复 循环 使 输入 过 程 成 
转运 插入 线粒体 内 膜 和 进入 膜 间隙 的 蛋白 质 需要 2 个 信号 序列 
引导 蛋白 质 插 人 叶绿体 的 类 厢 体 膜 需要 2 个 信号 序列 
feee 

过 氧化 物 酶 体 
过 氧化 物 酶 体 利用 氧 分 子 和 过 氧化 氨 进行 氧化 反应 
一 个 短 的 信号 序列 引导 蛋白 质 输入 过 氧化 物 酶 体 


膜 旁 核糖 体 定义 糙 面 内 质 网 
光 面 内 质 网 在 某 些 特殊 细胞 中 大 量 存在 … 
粮 面 内 质 网 和 光 面 内 质 网 可 以 通过 离心 分 离 
信号 序列 是 在 输入 粮 面 内 质 网 的 蛋白 质 中 首次 发 现 的 


e xviii 。 


一 种 信号 识别 蛋白 (SRO FARMS RAB SHA EEE 
多 肽 链 通 过 易 位 体 的 含水 孔道 
内 质 网 膜 易 位 并 不 总 要 求 多 肽 链 同 时 进行 延长 
易 位 后 大 部 分 可 溶性 蛋白 质 的 内 质 网 信号 序列 被 切除 
在 单 次 跨 腊 蛋白 中 ,唯一 的 内 质 网 内 在 信号 序列 以 跨 膜 a 螺旋 的 形式 保留 在 类 脂 双 层 膜 中 
起 始 转移 信号 和 终止 转移 信号 的 组 合 决定 了 多 次 跨 膜 蛋白 的 拓扑 学 结构 
易 位 多 肽 链 在 粹 面 内 质 网 腔 中 折 双 组 装 
HB BE TT RP eR Sh) N- 连 接 寡 糖 而 被 糖 基 化 
赛 糖 是 标记 蛋白 质 折 乔 状 态 的 标签 … 
未 正确 折 倒 的 蛋白 质 被 输出 内 质 网 在 细胞 质 基质 中 降解 
内 质 网 中 的 错误 折 共 蛋白 质 可 以 引发 蛋白 质 舒 展 反 应 
一 些 膜 蛋白 获得 共 价 连接 的 糖 基础 脂 酰 肌 醇 锚 
大 多 数 类 脂 双 层 膜 在 内 质 网 中 组 装 …- 
磷脂 交换 蛋白 帮助 从 内 质 网 中 将 磷脂 运送 至 线粒体 和 过 氧化 物 酶 体 
小 结 …… 
13 ”细胞 内 的 膜 泡 运输 
膜 转 运 的 分 子 机 制 及 各 区 室 多 样 性 的 维持 
专题 13-1 研究 夺 泡 运输 的 分 子 机 制 的 方法 
存在 各 种 类 型 的 有 被 村 泡 
网 格 蛋白 的 装配 驱动 赛 泡 的 形成 
有 被 于 泡 脱离 质 膜 和 去 包 被 都 是 受 调节 的 过 程 
不 是 所 有 的 转运 琳 泡 都 是 球形 的 
单 体 GTPase 控制 被 膜 的 装配 … 
SNARE 蛋白 和 靶 GTPase 指导 膜 泡 转 
相互 作用 的 SNARE 在 重新 行使 功能 前 需要 被 猎 开 
Rab 蛋白 帮助 确保 膜 泡 锚 定 的 特异 
SNARE 可 以 调节 膜 融 合 ……… 
sb SNARE ca OLN 用 


LamaaR SEN 输 
蛋白 质 被 COP1 包 被 的 运输 泡 运 出 内 质 网 
只 有 正确 折 重 和 装配 的 蛋白 质 才能 离开 内 质 网 
从 内 质 网 到 高 尔 基体 的 转运 是 由 管状 运输 篮 介 导 的 
内 质 网 回收 途径 利用 分 选 信号 ………… 
许多 蛋白 质 被 选择 性 地 留 在 它们 起 功能 的 区 室内 
高 尔 基体 酶 跨 腊 区域 的 长 度 决定 了 它们 的 细胞 定 
高 尔 基体 是 由 一 系列 有 序 的 间隔 组 成 的 
赛 糖 链 在 高 尔 基体 中 经 过 加 工 … 
蛋白 聚 糖 是 在 高 尔 基 体 中 装配 的 
糖 基 化 的 目的 是 什么 ? ……… 
高 尔 基体 由 一 系列 有 序 的 间隔 组 成 
高 尔 基 体 中 的 运输 可 能 是 通过 检 泡 或 高 尔 基体 的 成 熟 完成 的 
EAE cl BRR NSH 


从 高 尔 基体 反面 网 状 结构 到 深 酶 体 的 运输 


从 质 膜 进入 细胞 的 物质 运输 : ME EA 


从 高 尔 基体 反面 网 状 结构 到 胞 外 的 运输 ， 胞 吐 途径 


14 能 量 转 换 : 线粒体 和 叶绿体 


溶 酶 体 是 细胞 内 消化 的 主要 部 位 …………… -nenrnnnnnnnnsnnnresnsene 
溶 酶 体 是 一 种 异 质 性 细胞 器 …… 
植物 和 真菌 的 液 泡 是 多 样 性 的 溶 酶 1 
物质 运输 到 溶 酶 体 的 多 条 途径 … 
6 -磷酸 甘 露 糖 受 体 识别 反面 高 尔 基体 网 状 结构 中 的 溶 酶 体 蛋白 
MOP 受 体 在 特异 的 膜 之 间 穿 梭 ………… 
溶 酶 体 水 解 酶 的 一 个 信号 区 提供 M6P 添加 的 信号 
GIcNAc 磷酸 转移 酶 的 缺失 引起 人 类 一 种 溶 酶 体 贮 : 
溶 酶 体 也 可 能 经 历 胞 吐 途 径 


大 的 颗粒 性 物质 由 特殊 的 吞 哈 细 胞 消化 … 
胞 香 泡 由 质 膜 上 的 有 被 小 窝 形成 … 
并 非 所 有 的 胞 饮 泡 都 是 网 格 蛋白 包 被 的 
细胞 通过 受 体 介 导 的 胞 乔 作 用 转运 细胞 外 的 大 分 子 
不 从 胞 内 体 返 回 的 物质 被 送 到 洲 酶 体 …… 
有 些 特异 的 分 子 被 从 早期 胞 内 体 运 回 到 质 膜 
在 前 往 晚期 溶 酶 体 的 途中 形成 多 赛 泡 体 … 
大 分 子 能 通过 跨 细胞 作用 穿 过 表皮 细胞 
表皮 细胞 有 两 种 不 同 的 早期 胞 内 体 但 是 只 有 一 种 晚期 胞 内 体 
小 结 


许多 蛋白 质 和 脂 类 被 自动 地 从 高 尔 基体 运 到 细胞 表面 
分 小 泡 从 反面 高 尔 基体 网 状 结构 出 

分 小 泡 中 的 蛋白 质 在 分 小 泡 形成 的 过 程 中 通常 要 经 历 蛋 白质 水 解 
分 泌 泡 停 在 质 膜 附 近 等 待 分 泌 信 号 以 释放 内 含 物 
调节 型 分 泌 可 以 是 一 个 质 膜 区 及 其 下 的 胞 质 区 的 局 部 反应 
分 泌 泡 的 膜 组 分 被 迅速 地 从 质 膜 上 移 去 
极 性 细胞 指导 蛋白 质 从 反面 高 尔 基 网 状 结构 到 达 质 膜 合 适 的 区 域 
指导 膜 蛋白 选择 性 地 运 到 基底 膜 的 胞 质 分 选 信号 ooo 
脂 入 可 能 介 导 到 顶部 质 腊 区 的 精 糖 脂 和 GP1 锚 定 蛋白 的 簿 先 
突 触 泡 可 直接 从 内 春 泡 上 形成 
小 结 …… 


线粒体 由 内 外 两 层 膜 和 两 个 内 部 区 隔 组 成 的 
柠檬 酸 循环 产 生 高 能 电子 …………… 
化 学 渗透 过 程 将 氧化 能 量 转化 成 ATP 
电子 经 3 个 大 的 呼吸 过 程 酶 复合 体 的 催化 由 NADH 传 给 O 
随 着 电子 传递 ， 能 量 以 形成 电化 学 梯度 的 方式 储存 
质子 梯度 驱动 ATP 合成 
质子 梯度 驱动 跨 膜 转运 的 机 制 
质子 梯度 是 细胞 中 ATP 的 主要 来 源 
细胞 线粒体 中 ATP : ADP 比值 很 高 


sc。 


ATP 在 细胞 中 具有 举足轻重 的 作用 ee + 848 
ATP 合 酶 还 具有 水 解 ATP 和 质子 泵 的 功能 


电子 传递 链 及 其 质子 泵 
容易 移动 的 质子 … si 
氧化 还 原 电势 决定 对 电子 吸引 力 的 天 
专题 14-1 氧化 还 原 电位 
电子 传递 释放 大 量 的 能 量 
呼吸 链 中 的 许多 电子 载体 可 用 分 光 光度 的 方法 来 识别 
线粒体 内 膜 上 镶嵌 有 呼吸 作用 三 大 酶 复合 体 
细胞 色素 氧化 酶 的 铁 铜 中 心 高 效 催化 氧气 还 
线粒体 内 腊 上 电子 传递 通过 随机 碰撞 调节 -… 
呼吸 作用 三 大 酶 复合 体 氧化 还 原 电势 的 降低 为 H+ 泰 出 提供 能 量 . 
原子 水 平 上 对 H- 泵 的 机 制 理 解 - 
H 载体 将 电子 传递 和 ATP 合成 过 程 分 开 
呼吸 控制 正常 情况 下 抑制 链 中 电子 的 传递 
机 体 自身 的 解 偶 联 剂 将 福 色 脂肪 组 织 中 的 线粒体 转变 成 生 热 器 
pelo Arca doa tired 


叶绿体 和 交合 作用 
叶绿体 是 质 体 家 族 中 的 一 员 + 


叶绿体 利用 光 能 进行 碳 的 固 
核 酮 糖 二 磷酸 次 化 酶 催化 碳 固定 
每 固定 1 分 子 CO, 需要 消耗 3 分 子 的 ATP 和 2 分 子 的 NADPH 
某 些 植物 的 固 碳 反应 通过 区 隔 化 来 满足 低 二 氧化 碳 浓度 下 的 生 
光合 作用 依赖 于 叶绿素 分 子 的 光化学 特性 
一 个 光合 体系 是 由 一 个 反应 中 心 加 一 个 天 线 复合 体 组 成 的 … 
在 反应 中 心 ， 被 叶绿素 捕获 的 光 能 从 弱 的 个 体 中 引出 强 的 给 电子 体 
非 循环 光合 磷酸 化 产生 NADPH 和 ATP sse 
叶绿体 可 以 通过 循环 光合 磷酸 化 产生 ATP 而 不 产生 NADPH - 
HERE | 和 光 系 统 卫 有 相关 结构 ， 与 细菌 的 光合 体系 相似 
线粒体 与 叶绿体 中 的 质子 推动 力 是 相同 的 ……… 
叶绿体 内 膜 的 载体 蛋白 控制 代谢 物 与 胞 质 的 交换 
叶绿体 也 执行 其 他 的 重要 生命 物质 的 合成 
r EO 
线粒体 和 质 体 的 遗传 系统 …… 
线粒体 和 叶绿体 含有 完整 的 遗传 体系 
细胞 器 的 生长 和 分 裂 决定 了 细胞 中 线粒体 和 质 体 的 数量 
线粒体 和 叶绿体 基因 组 的 多 样 性 … _ 
Se NDE ROT BE Se a 
线粒体 基因 组 的 一 些 特 
动物 线粒体 包括 已 知 的 最 简单 的 浊 传 系统 、 
许多 细胞 器 基因 含有 内 含 子 ………… 


电子 传递 链 的 进化 


15 ”细胞 通讯 … 
细胞 通讯 的 普遍 原则 


G 秋 折 倡 联 的 细胞 表面 受 体 介 导 的 信号 传递 


高 等 植物 的 叶绿体 含有 大 约 120 个 基因 ee 885 
线粒体 基因 以 非 孟 德尔 机 制 遗传 
细胞 器 基因 的 母系 遗传 
BEBE petite 突变 体 说 明了 细胞 核 在 线粒体 生物 发 生 中 的 重要 作用 
线粒体 和 叶绿体 含有 由 细胞 核 编码 的 组 织 特异 性 蛋白 
线粒体 的 大 多 数 脂 类 是 运 人 的 而 叶绿体 的 大 多 数 脂 类 是 自身 合成 的 
为 什么 线粒体 和 叶绿体 有 自己 的 遗传 系统 呢 ? 
小 结 …… 


最 早 的 细胞 可 能 通过 发 酵 产生 ATP 
电子 传递 链 使 一 些 厌 氧 菌 能 利用 非 发 酵 分 子 作为 它们 主要 的 能 量 来 源 
光合 作用 的 菌 体 通过 不 可 耗竭 的 还 原 力 越过 主要 的 进化 障碍 
灌 青 菌 的 光合 电子 传递 链 产 生 的 大 气 中 的 氧 和 新 的 生命 形式 


胞 外 信号 分 子 与 特定 受 体 结合 
胞 外 信号 分 子 可 以 近 距 离 或 远 距离 起 作用 
自分 泌 信号 传递 能 协调 相同 细胞 群 的 命 
间隙 连接 使 信号 转 导 信息 能 被 周围 细胞 共享 … 
每 个 细胞 被 设 定 程序 对 特异 组 合 的 胞 外 信号 分 子 做 出 反 
不 同 细胞 能 对 相同 胞 外 信号 分 子 做 出 不 同 的 应 答 … 
只 有 当 分 子 寿命 短 时 ， 分 子 的 浓度 才能 迅速 被 调节 908 
一 氧化 氨 通过 与 臣 细 胞 内 的 酶 直接 结合 进行 信号 伟 
核 受 体 是 配 体 激活 的 基因 调控 蛋白 
三 大 类 的 细胞 表面 受 体 蛋 白 是 离子 通道 偶 联 受 体 、G 蛋白 偶 联 受 体 以 及 酶 联 受 体 
Cadet so chs A lm cd saisi 914 
某 些 胞 内 信和 号 蛋白 起 分 子 开关 的 作用 … 
胞 内 信号 传递 复合 体 增强 了 反应 的 速度 、 效 率 和 特异 性 
模 件 结合 结构 域 介 导 胞 内 信号 蛋白 之 间 的 相互 作用 … 
细胞 能 对 逐渐 增加 浓度 的 胞 外 信号 做 出 反应 
细胞 能 记忆 某 些 信号 的 效应 


细胞 能 调节 其 对 信号 的 灵敏 性 … 
小 结 … 


三 亚 基 的 G 蛋白 解 离 后 传递 来 自 G 蛋白 偶 联 受 体 的 信号 
某 些 G 蛋白 通过 调控 CAMP 的 生成 进行 信号 传递 
cAMP 依赖 的 蛋白 激酶 (PKA) 介 导 cAMP 的 大 多 数 效应 
蛋白 磷酸 酶 使 得 PKA 和 其 他 蛋白 激酶 的 作用 瞬时 … 
Je CEES CoRR RE 
em 个 广泛 存在 的 胞 内 信 ! 
振荡 的 频率 影响 细胞 反应 … 
a E O uae 
某 些 G 蛋白 直接 调控 离子 通道 


+ xxii + 


嗅觉 和 视觉 依赖 于 调控 环 核 苷 酸 门 控 离子 通道 的 G 蛋白 偶 联 受 体 - 
胞 外 信号 扩 增 通过 使 用 小 的 胞 质 调 质 和 酶 促 级 联 反 应 被 极 大 地 扩 增 
G 蛋白 偶 联 受 体 的 脱 敏 依赖 于 受 体 的 磷酸 化 


细胞 表面 酶 联 受 体 介 导 的 信号 转 导 
激活 的 受 体 酷 氨 酸 激酶 自身 磷酸 化 … 

酸 磷 化 的 酷 氮 基 酸 充当 具有 SH2 结构 域 的 蛋白 质 的 停泊 位 
鸟 背 酸 交 换 因 子 激活 Ras eee 
Ras 激活 一 条 包括 MAP el eie alone alae i 

PIS 激酶 产生 质 膜 上 的 肌 醇 磷脂 的 停泊 位 点 … 

PIS 激酶 /蛋白 激酶 B 信号 传递 途径 能 促进 细胞 存活 和 生长 

酷 氨 酸 激酶 关联 受 体 的 活性 依赖 于 胞 质 酪 氨 酸 激酶 
细胞 因子 受 体 激活 Jak-STAT 信号 转 导 途 径 ， 提 供 了 一 条 快速 进入 细胞 核 的 途径 . 

某 些 蛋 白 酷 氨 酸 磷酸 酶 可 以 充当 细胞 表面 受 体 … 
TGF-B 超 家 族 的 信号 蛋白 通过 受 体 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 和 Smad 起 作用 

受 体 鸟 背 酸 环 化 酶 直接 产生 cGMP 

细菌 趋 化 性 依赖 于 由 组 氨 酸 激酶 关联 受 体 激活 的 二 元 系统 信号 传递 途径 
小 结 
依赖 于 可 调控 的 蛋白 酶 解 的 信号 转 导 途径 
受 体 蛋 白 Notch 通过 切割 被 激活 
Wnt 蛋白 结合 Frizzled 受 体 并 抑制 有 连环 蛋白 的 降解 
Hedgehog 蛋白 通过 彼此 作用 相反 的 Patched 和 Smoothened 的 受 体 复合 体 起 作用 + 

多 个 胁迫 和 促 炎症 反应 刺激 通过 NF-xB 依赖 的 信号 传递 途径 起 作用 
植物 中 的 信号 传递 
多 细胞 性 和 细胞 通讯 在 植物 和 动物 中 独立 进 人 

受 体 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 在 植物 中 行使 细胞 表面 受 体 功能 

乙 炳 激活 二 元 信号 传递 途 
光敏 色素 检测 红 光 ， ae 
小 结 

16 MMAR. 
骨架 纤维 的 自 组 装 和 5 态 结构 
各 种 类 型 的 骨架 纤维 由 蛋白 质 亚 单位 构成 
专题 16-1 形成 骨架 的 三 种 蛋白 质 纤维 

多 个 原 纤维 形成 纤维 的 组 织 方式 具有 优越 性 
成 核 过 程 是 骨架 纤维 人 聚合 体形 成 的 限 速 步 又 
专题 16-2 肌 动 蛋白 和 微 管 蛋白 的 聚合 - 
微 管 蛋白 和 肌 动 蛋白 亚 单位 “从 头 到 尾 ” 组 装 
微 管 和 肌 动 蛋白 丝 两 端的 生长 速率 显著 不 同 … 
纤维 的 踏 车 和 动态 不 稳定 是 微 管 自白 和 肌 动 蛋白 上 绕 定 的 核 间 酸 水 解 的 结果 
踏 车 和 动态 不 稳定 需要 消耗 能 量 ， 但 却 非常 有 用 

其 他 蛋白 质 聚 合体 通过 偶 联 核 背 酸 水 解 发 生 的 结构 改变 是 细胞 运动 所 必需 的 
微 管 蛋 白 和 肌 动 蛋白 在 真 核 生物 进化 过 程 中 显示 出 高 度 的 保守 性 … 
成 束 的 、 卷 曲 螺旋 的 中 间 纤 维 - 


DEE Eat EI O TS. 1002 
药物 能 够 改变 纤维 的 聚合 作用 = 
小 结 
‘aot RST CES LI 
微 管 通过 一 个 含有 Y 微 管 蛋白 的 蛋白 质 复合 体 成 术 
动物 细胞 中 ， 微 管 源 于 中 心 体 - 
肌 动 蛋白 丝 通常 在 质 膜 处 成 术 
纤维 的 延长 受 游离 亚 单位 结合 蛋白 的 限制 
结合 在 纤维 旁 侧 的 蛋白 质 既 能 稳定 它们 ， 也 能 使 它们 不 稳定 
与 纤维 未 端 相 互 作 用 的 蛋白 质 能 够 显著 改变 纤维 动力 学 - 
细胞 中 的 纤维 被 构建 成 高 度 有 序 的 结构 
中 间 纤维 被 交 联 并 成 束 形成 强 有 力 的 排列 
性 质 不 同 的 交 联 蛋白 构建 肌 动 蛋白 丝 不 同 的 装配 … 
但 断 蛋 白 调控 肌 动 蛋白 丝 与 微 管 的 长 度 和 动力 学 行为 
细胞 骨架 元 件 能 附着 到 质 膜 上 
ss ea espace 固 的 附着 结构 ; ReRERE. MAAE 


肌 动 蛋白 为 基础 的 动力 蛋白 是 肌 球 蛋白 超 家 族 的 成 员 … 
两 种 类 型 微 管 马达 蛋白 :驱动 蛋白 和 动力 蛋白 … 
肌 球 蛋 白 和 驱动 蛋白 在 结构 上 的 类 似 暗示 了 一 个 共同 的 进化 起 源 
动力 蛋白 通过 偶 联 ATP 水 解 产 生 力 量 致使 构象 变化 
动力 蛋白 的 动力 学 符合 细胞 两 数 … 
动力 蛋白 介 导 的 膜 被 细胞 器 的 胞 内 运输 … 
马达 蛋白 的 功能 可 被 调控 … 
肌肉 收缩 依赖 于 肌 球 蛋 白 下 和 肌 动 蛋白 丝 的 滑动 
肌肉 收缩 由 胞 质 内 Ca? 浓度 的 突然 升 高 引起 … 
心肌 是 设计 精确 的 机 器 
纤毛 和 凡 毛 是 由 微 管 和 胞 质 动 力 蛋白 构成 的 动力 结构 
Hi 
细胞 骨架 和 细胞 行为 ………… 
在 酵母 中 能 够 容易 地 分 析 细胞 极 化 的 机 制 
特殊 的 RNA 分 子 由 细胞 骨架 定位 
很 多 细胞 能 够 仆 过 固体 基底 …… 
质 膜 的 外 西 由 肌 动 蛋白 的 聚合 驱动 
细胞 的 医 附 和 收缩 允许 细胞 推进 自己 前 进 
外 部 的 信号 可 以 指导 细胞 迁移 的 方向 + 
神经 细胞 复杂 的 形态 特 化 依靠 细胞 骨架 
a i 
17 细胞 周期 与 程序 性 细胞 死记 
细胞 周期 概述 … 
在 所 有 真 核 生物 中 ， 细 隐 周 期 控制 系统 都 是 相似 的 
在 酵母 中 细胞 周期 控制 系统 可 以 进行 详细 的 遗传 学 研究 + 
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在 动物 胚胎 细胞 中 可 以 进行 细胞 周期 调控 的 生化 分 析 
利用 培养 细胞 研究 哺乳 动物 细胞 的 细胞 周期 调控 
可 以 通过 各 种 方法 研究 细胞 周期 进程 
SER cts 
细胞 周期 控制 系统 元 件 - 
细胞 周期 控制 系统 激活 细胞 周期 中 的 主要 进程 
控制 系统 可 以 在 特殊 的 检测 点 阻 洁 细 胞 周期 
检测 点 一 般 通过 细胞 内 的 负 反 馈 信号 调控 
细胞 周期 控制 系统 的 基础 是 由 细胞 周期 蛋白 激活 的 蛋白 质 激酶 
Cdk 活性 可 以 被 抑制 磷酸 化 或 者 抑制 蛋白 阻 断 
细胞 周期 控制 系统 依赖 于 周期 性 蛋白 质 水 解 
细胞 周期 调控 还 依赖 于 转录 调控 
小 结 …… 
细胞 内 的 细胞 周期 事件 控制 …… 
每 个 周期 中 S 期 cyclin-Cdk 复合 体 〈S-Cdk) 起 始 一 次 DNA 合成 
M 期 cyclin-Cdk 复合 体 的 激活 诱发 进 和 有丝分裂 期 
进 和 有丝分裂 期 会 被 不 完整 的 DNA 复制 阻 断 ，DNA 复制 检测 | 
M-Cdk 为 复制 染色 体 分 离 做 准备 … 
蛋白 质 本 解放 发 姐妹 染色 单 体 分 离 
结合 染色 体 阻 断 姐妹 染色 单 体 分 离 : 纺锤 体 结合 检测 
有 丝 分 裂 期 的 结束 需要 M-Cdk 的 失 活 … 
Gy 期 是 Cdk 稳定 失 活 的 一 个 时 期 …… 
在 哺乳 动物 G 期 细胞 中 Rb 蛋白 起 控制 开关 作用 
细胞 周期 进程 以 某 种 方式 与 细胞 成 长 保持 一 臻 
细胞 周期 进程 被 DNA 损伤 阻 断 以 及 p53: DNA 损伤 检测 
小 结 
程序 性 细胞 死亡 (细胞 将 亡 ) 
a ete 
procaspase 通过 与 适 配 蛋白 结 
TO 
小 结 
胞 外 的 环境 控制 细胞 的 分 裂 、 生 长 和 凋 亡 
有 丝 分 裂 刺 激 细胞 分 裂 …… 
当 细胞 进入 一 个 特殊 的 不 分 裂 时 期 时 ， 细 胞 会 延迟 分 裂 … 
有 丝 分 裂 原 激活 Gi-Cdk 和 G1/S-Cdk …………… 
不 正常 的 增殖 信号 促使 细胞 周期 停止 或 者 细胞 凋 亡 
人 类 细胞 有 一 个 内 在 的 控制 限制 细胞 分 裂 的 数量 和 时 间 
胞 外 的 生长 因子 可 以 刺激 细胞 生长 - 
胞 外 的 生存 因子 抑制 细胞 凋 亡 
相 邻 的 细胞 竞争 胞 外 的 信号 蛋白 … 
很 多 类 型 的 动物 细胞 需要 锚 定 来 进行 生长 和 增殖 
一 些 胞 外 信号 蛋白 抑制 细胞 成 长 、 细 胞 分 裂 和 存活 … 


复杂 的 细胞 分 化 调控 模式 产生 并 维持 机 体形 状 
小 结 
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粘连 蛋白 和 凝 缩 蛋白 协助 已 复制 染色 体 的 定形 以 便 分 离 … 
细胞 骨架 机 器 在 有 丝 分 裂 和 胞 质 分 裂 中 都 发 挥 作用 … 
两 个 机 制 帮助 确定 有 丝 分 裂 总 发 生 在 胞 质 分 裂 之 前 - 
动物 细胞 的 M 期 依赖 于 发 生 在 之 前 间 期 的 中 心 体 复制 - 
M 期 传统 上 被 分 为 6 步 …… 
专题 18-1 动物 细胞 M 期 的 主要 步骤 〈 有 丝 分 裂 和 胞 质 分 烈 ) 
小 结 
有 丝 分 裂 
微 管 在 M 期 不 稳定 性 显著 增强 … 
相反 马达 蛋白 的 相互 作用 和 相反 极 性 的 微 管 驱动 纺锤 体 组 装 
着 丝 粒 把 染色 体 连 接 到 有 丝 分 裂 纺 锤 体 上 
微 管 在 中 期 纺锤 体 中 高 度 活跃 …… 
具有 功能 的 双 极 纺锤 体 可 以 在 没有 中 心 体 的 情况 下 在 染色 体 周围 组 装 
后 期 会 被 延迟 ， 直 到 所 有 染色 体 被 定位 在 中 期 板 
姐妹 染色 单 体 在 后 期 突然 分 离 …… et 
后 期 A 的 着 丝 粒 微 管 在 两 端 解 聚 
推力 和 拉力 都 对 后 期 B 有 所 页 献 
在 有 丝 分 裂 末 期 ， 核 被 膜 在 单独 的 染色 体 周围 重新 形成 + 
W * 1141 
胞 质 分裂 …… < 1141 
有 丝 分 发 纺 锤 体 的 微 管 决定 了 动物 细胞 的 分 裂 平 面 + 1142 
一 些 细胞 重新 配置 它们 的 纺锤 体 以 对 称 分 歼 * 1143 
收缩 环 中 的 肌 动 蛋 白 和 肌 球 蛋 白 I 产生 胞 质 分 裂 的 动力 1145 
封闭 膜 器 官 在 胞 质 分 裂 时 期 必须 被 分 配 到 子 细胞 … - 1147 
有 丝 分 裂 可 以 不 伴随 胞 质 分 裂 发 生 + 1147 
在 高 等 植物 中 成 膜 体 指导 胞 质 分 裂 + 1148 
高 等 生物 精巧 的 M 期 是 从 原生 + 1149 
本 缚 -eg + 1152 


BAS SP REWL i E HE A AY 


第 V 部 分 在 “社会 背景 ”中 的 细胞 
19 细胞 连接 、 细 胞 黏着 和 细胞 外 基质 
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封闭 连接 通过 上 皮 细 胞 层 形成 了 一 个 选择 透 过 性 屏障 … 
锚 定 连接 把 相 邻 细胞 的 骨架 相连 或 者 把 细胞 骨架 与 细胞 外 基质 相 
黏着 连接 把 细胞 间 的 肌 动 蛋白 束 连接 在 一 起 …………… 
细胞 间 中 间 纤 维 相连 的 桥 粒 连接 
整 联 蛋 白 把 细胞 与 细胞 外 基质 相连 形成 的 锚 定 连接 : 黏着 班 和 半 桥 粒 
间隙 连接 允许 小 分 子 直接 在 细胞 间 传 递 
一 个 间隙 连接 由 6 个 跨 膜 连 接 蛋白 亚 基 组 成 
间隙 连接 具有 多 种 功能 … 
间隙 连接 的 通 透 性 可 以 调节 … 
在 村 物 中 。 胞 问 过 丝 有 着 和 间 隐 连接 样 的 功能 


. xxvi + 


1168 
1169 
1170 
1170 


小 结 


细胞 间 夭 着 … 
动物 细胞 在 原 地 或 者 迁移 之 后 可 以 形成 组 纵 
解 离 的 背 椎 动物 细胞 可 以 通过 选择 性 细胞 黏着 重新 装配 成 组 织 
钙 黏 素 介 导 依赖 Ca 的 细胞 黏着 … 
钙 黏 素 在 发 育 中 有 至 关 重 要 的 作用 
钙 黏 素 通过 同 源 聚 合 的 机 制 介 导 细 胞 黏着 
钙 黏 素 通过 连锁 蛋白 与 肌 动 蛋白 细胞 质 骨架 相连 - 
CE MLM PIETER St AG PO A A 
免疫 球 蛋白 超 家 族 成 员 介 导 不 依赖 Ca 的 细胞 -细胞 黏着 
多 种 类 型 的 细胞 表面 分 子平 行 发 挥 作用 来 介 导 选 择 性 细胞 -细胞 黏着 … 
非 连接 的 接触 可 能 起 始 细胞 -细胞 黏着 ， 然 后 连接 的 接触 导向 和 稳定 细胞 -细胞 黏着 
水 
动物 的 细胞 外 基质 … 
细胞 外 基质 由 其 中 的 细胞 形成 和 定向 
BiB (GAG) 链 占 了 大 部 分 空间 并 且 形 成 亲 水 凝 胶 
- 般 认 为 透明 质 素 在 组 织 形态 发 生 和 修复 中 有 利于 细胞 迁移 
GAG 链 与 核心 蛋白 共 价 连接 形成 蛋白 聚 糖 - 
蛋白 聚 糖 可 以 调节 分 泌 蛋 白 的 活性 + 
在 细胞 外 基质 中 ，GAG 鱼 可 能 是 高度 组 织 化 的 
细胞 表面 的 蛋白 聚 糖 作为 辅助 受 体 发 挥 5 
胶原 是 细胞 外 基质 中 主要 的 蛋白 质 
胶原 分 小 时 ， 在 每 个 末端 有 非 螺 旋 化 的 延伸 - 
分 泌 后 ， 纤 丝 前 胶原 分 子 被 剪 切 为 胶原 分 子 ， 然 后 装配 成 胶原 原 纤维 … 
与 原 纤维 结合 的 胶原 有 助 于 原 纤维 的 组 织 装 配 … 
细胞 帮助 胶原 原 纤维 进行 装配 ， 它 们 通过 向 基质 施加 压力 分 泌 产生 
弹性 蛋白 赋予 组 织 以 弹性 … 
纤 连 蛋 白 是 帮助 细胞 附着 在 基质 上 的 细胞 外 蛋白 
纤 连 蛋白 可 以 以 纤维 状 或 溶解 性 状态 存在 - 
细胞 内 肌 动 绰 折 纤维 调节 组 有 外 纤 连 强 由 原 纤维 的 装 忆 
基质 中 糖 蛋 白 有 助 于 引导 细胞 迁移 
基 膜 主要 由 类 型 W 胶 原 、 层 粘连 蛋白 、 有 
基 膜 具有 多 种 功能 ness 
组 有 外 基质 可 以 影响 组 胞 的 形状 、 生长 和 增殖 
细胞 外 基质 组 分 的 可 调控 降解 有 助 于 细胞 迁移 
有 人 


整 联 蛋白 必须 与 细胞 质 骨 架 相互 作用 才 使 细胞 与 细胞 外 基质 结合 
细胞 调节 它们 整 联 蛋 白 的 活性 
整 联 蛋白 激活 细胞 内 的 信号 通路 
小 结 …… 


植物 细胞 壁 - 
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细胞 壁 的 成 分 依赖 于 细胞 类 型 
植物 细胞 壁 的 抗 张强 度 使 植物 细胞 具有 膨 压 
纤维 素 微 原 纤维 与 果 胶 多 聚 糖 的 网 状 结构 交织 形成 初生 细胞 壁 … 
微 管 对 细胞 壁 沉积 的 导向 作用 
小 结 
生殖 细胞 和 受精 
性 别 的 好 处 … 
在 多 细胞 的 动物 和 大 多 数 的 植物 中 ， 双 售 期 是 长 期 复杂 的 ， 而 单 倍 期 是 短暂 简单 的 
有 性 生殖 为 生活 在 复杂 多 变 环境 里 的 生物 提供 了 竞争 优势 
INE EE 
减 数 分 裂 
减 数 分 裂 中 复制 的 同 源 染色 体 配对 
配子 是 经 过 两 次 细胞 减 数 分 裂 产生 的 
同 源 非 姐妹 染色 单 体 之 间 的 交换 促进 了 基因 的 重 排 
交叉 在 减 数 分 裂 期 染色 体 分 离 时 有 着 重要 的 作用 
性 染色 体 的 配对 确保 它们 也 能 彼此 分 离 ……… 
联 会 复合 体 的 形成 标志 着 减 数 分 裂 染色 体 配对 达到 顶峰 
重组 结 标明 了 基因 重组 的 位 点 …… 
遗传 图 谱 揭 示 了 易于 发 生 交 换 的 位 点 
连续 两 次 不 进行 DNA 复制 的 细胞 分 裂 结束 了 减 数 分 列 
小 结 … 
哺乳 动物 的 原始 生殖 细胞 和 性 别 决定 
原始 生殖 细胞 进入 正在 发 育 的 性 腺 … 
立 染 色 体 上 的 Sry 基因 能 让 峻 性 胚胎 重新 发 育成 雄性 胚胎 
小 结 
卵子 … 
卵子 储存 了 大 量 的 营养 物质 ， 而 且 还 有 
各 个 时 期 的 卵子 发 育 … 
卵 母 细 胞 采取 特殊 的 机 制 生长 来 增长 自身 的 体积 
小 结 
精子 
精子 高 度 适应 于 把 它们 的 DNA 释放 到 卵子 中 … 
大 多 数 哺乳 动物 持续 地 产生 精子 
小 结 
受精 ae 
物种 特异 地 结合 到 透明 区 诱导 了 精子 进行 项 体 反 应 
卵子 皮层 反应 确保 了 仅 有 一 个 精子 使 卵子 受精 … 
精子 -卵子 融合 的 机 制 目 前 仍然 不 清楚 
精子 为 受精 卵 提供 了 一 个 中 心 粒 
小 结 
多 细胞 生物 的 发 育 … 
动物 发 育 的 通用 机 制 
动物 具有 相同 的 基本 解剖 学 特征 
多 细胞 动物 调控 细胞 间 相 互 作用 和 基因 调控 蛋白 的 保守 性 
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一 层 精巧 的 外 膜 ， 是 高 度 专 一 的 独立 发 育 
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调控 DNA 序列 决定 了 发 育 程序 
胚胎 学 研究 揭示 了 细胞 间 相 互 作用 机 制 
通过 突变 寻找 控制 发 育 过 程 的 基因 
细胞 命运 决定 早 于 细胞 变化 
细胞 位 置 的 记忆 性 影响 它们 在 体内 的 定位 … 
通过 不 对 称 分 裂 产 生 两 个 不 同 的 子 代 细胞 … 
可 诱导 的 相互 作用 可 以 使 最 初 完 全 一 致 的 细胞 产生 分 化 
形态 发 生 素 是 长 距离 诱导 信号 ， 能 够 产生 多 级 作用 … 
细胞 外 信号 分 子 抑制 物 可 以 塑造 细胞 对 诱导 物 的 响应 
细胞 内 在 程序 决定 发 育 的 时 间 程序 + 
HE SCR AL 
小 结 
线虫 : pe nt 
线虫 解剖 学 结构 简单 pes 
RAL RGA LER 
母 源 基因 产物 控制 了 受精 卵 的 不 对 称 分 裂 … 
细胞 -细胞 间 相 互 作用 建立 了 更 复杂 的 图 案 + 
显 微 技术 和 遗传 学 揭示 了 发 育 控制 的 逻辑 ， 基 因 克 隆 和 测序 揭示 eis 
受到 发 育 信号 影响 后 ， 细 胞 会 发 生 改 
异 时 性 基因 控制 了 发 育 的 时 间 表 
细胞 在 计时 其 内 部 程序 时 并 不 计数 细胞 分 裂 
细胞 凋 亡 是 发 育 程序 的 一 部 分 
小 结 … 
果 蝇 身体 图 案 形 成 的 分 子 遗 传 学 机 制 - 
昆虫 身体 由 一 系列 体 节 构成 
果 蝇 从 多 核 体 开始 其 发 育 - 
遗传 筛选 鉴定 与 特定 早期 立案 建立 相 关 的 基因“ 
卵 和 周围 细胞 的 相互 作用 决定 了 胚胎 轴 ， FENDE 
背 腹 信号 基因 建立 了 核 基因 调控 蛋白 的 浓度 梯度 
Dpp 和 Sog 建立 第 二 个 形态 发 生 浓度 玉 精 细 调 控 了 及 背部 的 发 育 ， 
昆虫 的 背 腹 轴 对 应 于 疹 椎 动物 的 腹 背 轴 … 
三 组 体 节 极 性 基因 决定 了 前 后 轴 的 母 源 图 案 并 细 分 胚胎 
分 节 基 因 的 表达 受 位 置信 号 层次 的 调控 …… 
DNA 调控 序列 的 模块 化 特性 使 得 基因 具有 多 种 独立 的 功能 
卵 极 性 基因 、 间 隙 基因 和 成 对 控制 基因 建立 了 刀 时 图 案 并 被 其 他 基因 维持 
小 结 
同 源 选择 基因 和 前 后 轴 的 图 案 形成 - 
HOX 决定 了 前 后 的 不 同 
同 源 选择 基因 编码 了 DNA 结合 蛋白 并 与 其 他 基因 凋 控 重 白 相互 作用 
同 源 选 择 基因 按照 其 在 HOX nee ees 
同 源 异 型 复合 物 长 期 记忆 其 位 置信 息 … ee 
和 
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条 件 诱导 的 体 细胞 突变 使 我 们 能 够 研究 发 育 晚期 的 基因 功能 
成 体 果 蝇 的 身体 是 由 成 虫 盘 发 育 而 来 ………………… 
同 源 异 型 选择 基因 对 成 虫 盘 的 位 置信 息 记 忆 具 有 重要 作用 
特定 的 调控 基因 决定 将 要 发 育 为 附 肢 的 细胞 …… 
昆虫 翅 成 虫 盘 的 分 块 现象 


4 个 重要 的 信号 通路 控制 翅 成 虫 盘 的 图 案 ，Wigless、Hedgehog、Dpp 和 Notch + 


每 个 分 区 的 大 小 受 细胞 间 相 互 作用 的 调控 
痛 椎 动物 肢体 形成 的 相似 机 制 = 
特定 类 型 基因 调控 蛋白 的 表达 预示 了 细胞 分 化 
侧 向 抑制 从 预 神经 细胞 簇 中 选 出 感觉 神经 母 细 胞 + 
侧 向 抑制 促使 感觉 母 细胞 的 后 代 向 最 终 命运 分 化 + 
不 对 称 分 裂 的 平面 极 性 由 Frizzled 调控 的 信号 决定 … 
侧 向 抑制 和 不 对 称 分 裂 共 同调 控 身 体 神经 元 的 产生 … 
Notch 信号 调控 了 不 同 组 织 中 不 同类 型 细胞 构建 的 美丽 图 案 
一 些 关键 的 调控 基因 决定 了 细胞 类 型 ， 其 他 的 激活 建立 整个 器 官 的 程序 
JN vee 
ai sot OE 
胚胎 极 性 依赖 于 卵 极 性 … 
细胞 分 裂 由 一 细胞 产生 多 细胞 
原 肠 胚 发 育 将 形成 具有 简单 肠 道 的 三 胚层 结构 
原 肠 胚 运动 是 可 被 精确 预言 的 … 
化 学 信号 引发 机 械 过 程 ………… 
细胞 包装 改变 为 原 肠 胚 运动 提供 了 动力 
细胞 间 粘 连 分 子 的 改变 促进 细胞 重 排 
痛 索 延伸 ， 神 经 板 卷曲 形成 神经 管 … 
基因 表达 振荡 器 控制 了 中 胚层 形成 体 节 
胚胎 组 织 被 迁移 细胞 侵袭 … 
迁移 细胞 的 分 布依 赖 于 生 
和 


小 结 


哺乳 动物 发 育 具有 特异 的 开始 方式 
早期 哺乳 动物 胚胎 是 高 度 可 调控 的 
从 哺乳 动物 胚胎 可 以 获得 全 能 干细胞 … 
上 皮 细胞 核 问 充 质 细胞 问 相 互 作用 产生 了 分 支管 状 结构 “ 


++ 1299 


1299 
1299 


+ 1300 
+ 1302 
+ 1303 
+ 1303 
+ 1305 
+ 1306 
+ 1307 
+ 1307 
+ 1309 
+ 1309 
+ 1311 
+ 1311 
+1311 
+ 1312 
< 1312 
+ 1313 
+ 1313 
< 1315 
+ 1315 
+ 1316 
+ 1318 
+ 1318 
+ 1319 
+ 1320 
+ 1321 
+ 1321 
+ 1323 
+ 1324 
+ 1324 
+ 1325 
+ 1326 
+ 1327 


神经 元 产生 的 时 间 特 异性 决定 了 其 所 形成 的 相互 间 连 接 的 特异 性 
每 一 个 伸展 中 的 轴 突 和 树 突 顶部 都 有 一 个 生长 锥 的 结构 … 
i ds ea 
生长 锥 的 敏感 性 在 其 运动 过 程 中 会 发 生 改 变 … 
靶 组 织 分 泌 神经 营养 因子 控制 神经 细胞 的 生长 和 存活 … 
神经 元 的 特异 性 形成 有 序 的 神经 元 图 谱 

视网膜 不 同 区 域 发 出 的 轴 突 对 于 视 顶 盖 中 抑制 分 子 浓度 梯度 的 响应 不 同 


e e 


1331 


1334 
1335 
1336 
1337 
1339 


突 触 联系 模式 的 重 塑 取决 于 突 触 活动 强度 - 
后 天 经 验 参与 重 塑 大 脑 的 突 触 联系 模式 - 
成 人 的 记忆 机 制 可 能 和 发 育 时 的 突 触 重 塑 机 制 是 一 致 的 
小 结 … 
植物 发 育 ， 
拟 南 芥 作为 一 种 植物 分 子 遗 传 学 的 模式 生物 
拟 南 芥 基 因 组 富 含 发 育 控制 基因 … 
胚胎 发 育 开 始 于 根茎 轴 向 的 建立 ， 结 束 于 种 子 的 形成 
专题 21-1 开花 植物 早期 发 育 的 特征 …… 
专题 21-2 组 成 高 等 植物 的 细胞 类 型 和 组 织 
植物 的 各 部 分 是 由 分 生 组 织 产生 的 
幼苗 的 发 育 依赖 于 环境 信号 …… 
一 种 新 结构 的 形成 依赖 于 细胞 分 裂 和 生长 的 方向 
每 一 植物 模块 都 是 由 分 生 组 织 的 一 个 原 基 生 长 而 来 的 
细胞 信号 维持 着 分 生 区 的 结构 … 
分 生 区 的 突变 体 可 以 通过 改变 细胞 的 行为 来 改变 植物 的 拓扑 结构 
长 距离 的 激素 信号 在 植物 的 各 个 部 分 协同 调节 植物 的 发 育 
同 源 选择 基因 特异 于 花 的 各 个 部 分 
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表皮 及 表皮 通过 干细胞 再 生 …… 
上 皮 细 胞 构成 一 道 多 层 的 防水 屏障 …… 
正在 分 化 的 表皮 细胞 在 其 成 熟 过 程 中 合成 一 系列 不 同 的 角质 素 
表皮 由 基底 层 的 干细胞 更 新 
下 细胞 产生 的 两 种 子 细胞 并 不 一 定 总 是 不 相 | 
基底 层 包含 干细胞 和 短暂 扩充 细胞 … 
表皮 的 更 新 受到 许多 相互 影响 的 信号 控制 
乳腺 经 历 发 友和 退化 的 重复 循环 
小 结 … 

感觉 上 皮 
嗅觉 神经 元 不 断 地 被 更 新 
听 毛 细胞 的 终生 持续 使 用 
绝 大 多 数 永 久 细 胞 进行 部 分 更 新 ， 视 网 膜 感光 细胞 … 
小 结 ee 

呼吸 道 和 消化 道 ………… 
不 同类 型 的 肺泡 旁 细 胞 之 间 相互 协作 
杯 状 细胞 、 纤 毛细 胞 、 巨 叭 细胞 的 协作 保证 了 呼吸 道 的 清洁 
小 肠 内 壁 细胞 的 自我 更 新 快 于 其 他 任何 器 官 …-… 
Wnt 信号 途径 中 的 成 员 用 于 维持 消化 道 干细胞 的 数量 
肝 是 消化 道 和 血液 之 间 的 汇合 处 ……… 
肝 细 胞 的 消亡 或 损失 刺激 肝 细 胞 增殖 
小 结 

血管 和 内 皮 细 胞 
内 皮 细 胞 分 布 于 所 有 血管 内 壁 
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SBA V Bz 2 He Er FET S A RE E B GG VA Be AE 
新 的 毛细 血管 通过 芽 殖 形成 
血管 发 生 受到 外 围 组 织 所 释放 的 因子 的 控制 
小 结 
多 能 干细胞 的 更 新 : 血细胞 的 形成 
:种 主要 的 白细胞 : 粒 细胞 、 单 核 细 胞 和 淋巴 细胞 
肯 风 中 每 种 血细胞 的 产生 受到 分 别 调控 。 
骨髓 中 含有 造血 干细胞 …… 
所 有 类 型 的 血细胞 都 由 多 能 干细胞 产生 … 
血细胞 的 定型 是 分 步 进行 的 ……… 
定型 祖 代 细 胞 的 分 裂 使 特 化 血细胞 的 数量 扩 增 
下 细胞 依赖 基质 细胞 发 出 的 接触 信号 … 
调节 造血 的 因子 可 以 通过 体外 培养 进行 研究 
红细胞 的 生成 依赖 促 红细胞 生成 素 … 
多 种 集落 刺激 因子 (CSF) 影响 中 性 粒 细胞 和 巨 咯 细 胞 的 产 
造血 细胞 的 行为 具有 一 定 的 随机 性 … 
细胞 存活 调节 和 细胞 增殖 调节 同等 重要 … 
小 缚 …… 
骨骼 肌 的 发 生 、 调 整 和 再 生 
新 的 骨骼 肌纤维 由 肌 原 细胞 融合 产生 … 
肌 细 胞 通过 改变 胞 内 蛋白 质 异型 体 改变 自身 特征 
骨骼 肌纤维 分 泌 简 箭 毒 大 限制 自身 的 生长 …… 
- 些 肌 原 细胞 以 静 息 干细胞 的 形式 存在 于 成 年 个 体内 
小 结 …… 
成 纤维 细胞 及 其 转化 : 结缔 组 织 细胞 家 族 
成 纤维 细胞 受到 不 同化 学 信号 的 刺激 改变 自身 的 性 质 
细胞 外 基质 可 能 通过 影响 细胞 形状 及 其 附着 来 影响 结缔 组 织 细胞 的 分 化 
脂肪 细胞 可 以 从 成 纤维 细胞 发 育 而 来 …… 
脂肪 细胞 分 泌 的 瘦 素 蛋白 通过 负 反 馈 抑制 进食 活动 
骨骼 由 其 细胞 不 断 改造 重建 - 
成 骨 细 胞 分 泌 骨 基质 ， 而 破 骨 细胞 则 侵蚀 之 
发 育 过 程 中 ， 破 骨 细 胞 侵蚀 软骨 为 骨骼 的 发 生 创造 空间 
小 结 + 
干细胞 工程 
胚胎 干细胞 可 用 于 产生 身体 的 任何 部 分 
表皮 干细胞 可 在 体外 扩 增 培养 用 于 组 织 修复 
神经 干细胞 可 用 于 补充 中 枢 神经 系统 细胞 … 
成 年 个 体 组 织 的 干细胞 可 能 比 想象 的 更 具 多 能 性 
小 结 + 
癌症 
癌症 的 形成 是 一 个 微 进化 过 程 … 
癌 细 胞 的 无 限 增殖 和 移居 异 质 组 织 
大 多 数 癌症 来 源 于 单个 异常 细胞 - 
OT T TAA NE E E cated A as E EE T 
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VERAN A T AE A RETE E E 
从 轻 度 变异 细胞 缓慢 发 展 而 来 的 癌症 … . 
进行 性 肿瘤 包含 连续 几 轮 突 变 和 自然 选择 
大 多 数 人 类 癌 细 胞 在 遗传 上 是 不 稳定 的 …… 
瘤 性 生长 常常 依赖 于 对 细胞 死亡 和 细胞 分 化 控制 的 缺陷 
许多 癌 细 胞 都 脱离 固有 的 细胞 增殖 界限 ……… 
恶性 癌 细 胞 在 一 种 异 已 环境 中 生存 和 增殖 才能 转移 … 
6 个 关键 特性 使 细胞 能 够 进行 恶性 生长 
小 结 

可 预防 的 癌症 病因 
许多 但 不 是 所 有 的 致癌 因子 都 损伤 DNA 
不 改变 细胞 DNA 序列 的 因素 能 加 速 癌 瘤 发 生 
病毒 和 其 他 感染 促成 一 部 分 重要 的 人 类 癌症 
鉴别 致癌 物 展 现 出 避免 癌症 的 途径 … 
小 结 … 

癌症 关键 基因 的 发 现 
鉴别 功能 获得 型 突变 和 功能 缺失 型 突变 的 各 种 方法 … 
癌 基 因 通 过 其 显 性 转化 效应 而 被 鉴定 
PANNEN TE LEME RARE 
即使 没有 从 癌 遗 传 综合 征 获得 线索 也 能 鉴定 肿瘤 抑制 基因 
癌 净 中 的 突变 基因 可 通过 多 种 途径 而 激活 过 度 或 不 足 
寻找 肿瘤 
小 结 

冶 细 胞 行为 的 分 子 基础 
研究 发 育 中 的 胚胎 和 转基因 小 鼠 有 助 于 揭示 癌症 关键 基因 的 功能 
许多 痛 症 关键 基因 调节 细胞 分 对 coves 
调控 细胞 凋 亡 的 基因 的 突变 允许 癌 细 胞 逃离 自杀 
P53 基因 的 突变 允许 瘤 细胞 在 发 生 DNA 损伤 时 存活 并 增殖 … 
DNA 肿瘤 病毒 通过 阻 断 关键 肿瘤 换 制 基因 的 行为 激活 细胞 复制 装置 
端 粒 缩短 可 能 为 人 类 癌症 铺路 … 
在 一 群 端 粒 缺陷 的 细胞 中 ，p53 的 丢失 打开 了 一 入江 让 的 和 前 大 » 
导致 转移 的 突变 仍然 是 一 个 谜 … 
结肠 直肠 癌 通 过 一 连 串 的 可 见 突变 而 强壮 化 
大 多 数 结肠 直肠 癌 病 例 的 共同 点 是 都 有 几 个 关键 的 遗传 损伤 
DNA 错 配 修复 的 缺陷 是 患 结肠 直肠 痛 的 另 一 途径 
进行 性 肿瘤 的 每 一 步 可 能 都 与 特异 突变 相关 
每 例 癌症 都 有 一 组 特异 的 遗传 损伤 
小 结 

癌症 治疗 :现在 与 未 来 
寻找 癌症 疗法 是 困难 的 ,但 并 非 没有 希望 
当前 疗法 利用 细胞 周期 控制 的 表 失 和 癌 细 胞 的 遗传 不 稳定 性 
癌症 能 产生 对 治疗 的 抗 性 … 
新 疗法 可 能 会 出 自我 们 的 癌症 生物 学 知 
可 将 治疗 设计 成 攻击 缺乏 p53 的 细胞 
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FARE i RP EL 
MAHERE EREHE … 
对 细胞 生物 学 的 理解 导致 合理 而 简明 的 内 科 治 疗 
ak eos 
24 ”获得 性 免疫 系统 
淋巴 细胞 和 获得 性 免疫 的 细胞 基础 
获得 性 免疫 需要 淋巴 细胞 …… 
天 然 免 疫 系统 和 获得 性 免疫 系统 一 起 发 挥 作用 … 
B 淋 巴 细 胞 在 骨髓 中 发 育 :淋巴 细胞 在 胸腺 中 发 育 
获得 性 免疫 系统 通过 克隆 选择 发 挥 作用 … 
大 多 数 抗原 激活 许多 不 同 的 淋巴 细胞 克隆 
免疫 记忆 是 由 于 克隆 扩 增 和 淋巴 细胞 分 化 的 结果 … 
获得 性 免疫 耐 受 确保 自身 抗原 免 受 攻击 
淋巴 细胞 不 断 地 循环 通过 外 周 淋巴 器 官 
INGE vo 
B 细 胞 和 抗体 
B 细 胞 使 抗体 成 为 细胞 表面 受 体 和 分 泌 分 子 
一 个 典型 的 抗体 有 两 个 完全 相同 的 抗原 结合 位 点 … 
抗体 分 子 由 重 链 和 轻 链 组 成 ……… 
重 链 可 分 为 5 大 类 ， 每 类 都 具 不 同 的 生物 学 特性 … 
抗原 抗体 相互 作用 强度 依赖 于 抗原 结合 位 点 的 数目 和 亲和力 
轻 链 和 重 链 由 恒定 区 和 可 变 区 组 成 … a 
轻 链 和 重 链 由 重复 的 Ig 结构 域 组 成 
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抗体 多 样 性 的 产生 
抗体 基因 是 在 B 细 胞 发 育 过 程 中 由 独立 的 基因 片段 组 装 而 成 
每 个 可 变 区 都 由 一 个 以 上 的 基因 片段 编码 … 
基因 片段 的 不 精确 连接 大 大 增加 了 V 区 的 多 样 性 
抗原 驱动 的 体 细胞 突变 精确 调整 抗体 反应 
V(D)J 连接 的 控制 保证 了 B 细 胞 的 单 特异 性 
被 抗原 激活 后 ，B 细 胞 从 制造 膜 结合 抗体 转变 成 制造 分 泌 型 的 相同 抗体 
B 细 胞 能 转换 它们 所 制造 的 抗体 的 类 
小 结 …… 
工 细 胞 和 MHC 蛋白 
工 细胞 受 体 是 类 抗体 异 二 聚 体 
抗原 呈 递 细胞 激活 T 细胞 … 
细胞 毒 效应 T 细胞 诱导 受 感染 的 破 细 胞 自杀 
辅助 效应 T 细胞 帮助 激活 巨 啼 细 胞 、B 细胞 和 细胞 毒 T 细胞 
工 细胞 识别 结合 于 MHC 蛋白 的 外 来 多 肽 … 
在 了 解 其 功能 之 前 ，MHC 蛋白 是 在 移植 反应 中 被 鉴定 出 来 的 
MHC 工 类 和 MHC 类 和 蛋白 是 结构 上 类 似 的 异 二 聚 体 
MHC 看 白 与 多 肽 结合 并 与 细胞 受 体 相互 作用 - 
MHC 蛋白 帮助 指挥 T 细胞 到 达 其 适当 的 靶 目标 
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CD4 和 CD8 共 受 体 结合 至 MHC 蛋白 的 不 变 部 分 .ee 
细胞 毒 了 细胞 识别 与 MHC I 类 蛋白 结合 的 外 来 胞 质 溶胶 蛋白 片段 
辅助 工 细胞 识别 与 MHC 了 类 蛋白 有 关 的 内 大 外 来 蛋白 质 的 片段 
可 能 有 用 的 工 细胞 在 胸腺 中 受到 正 选择 
能 被 自身 肽 活化 的 许多 发 中 的 T 细胞 在 胸腺 中 被 剔除 
MHC 蛋白 的 功能 解释 其 多 态 
小 结 

辅助 T 细胞 和 淋巴 细胞 的 激活 
抗原 呈 递 细胞 表面 的 共 刺激 蛋白 帮助 激活 T 细胞 
辅助 效应 T 细胞 的 亚 类 决定 获得 性 免疫 应 答 的 性 质 
Tl 细胞 在 感染 位 点 帮助 激活 巨 哈 细 胞 
抗原 结合 给 B 细胞 提供 第 一 个 信号 … 
辅助 细胞 给 B 细 胞 提供 第 二 个 信号 
免疫 识别 分 子 属于 一 个 古老 的 超 家 族 
小 结 

25 病原体、 感染 和 先天 性 免疫 . 

病原 体 导 论 ， 

病原 体 进化 出 与 其 宿主 相互 作用 的 特殊 机 制 

感染 的 体征 和 症状 可 能 由 病原 体 或 宿主 的 应 答 而 引起 

病原 体 在 种 系 发 生 上 具有 多 样 性 … 
细菌 病原 体 携带 专门 的 致 病 基 因 … 
真菌 和 原生 动物 寄生 虫 有 多 种 形式 的 复杂 生活 史 … 
病毒 从 其 增殖 的 各 个 角度 利用 宿主 细胞 的 机 制 “ 


感染 的 细胞 生物 学 …… 
病原 体 跨 过 保护 性 屏障 在 宿主 内 定居 
定居 于 上 皮 细胞 的 病原 体 必须 避免 被 宿主 清除 … 
细胞 内 病原 体 进入 和 离开 宿主 细胞 的 机 制 
病毒 与 展示 在 宿主 细胞 表面 的 分 子 结合 … 
病毒 通过 膜 融 合 、 孔 形成 或 膜 破裂 进入 宿主 细胞 … 
细菌 通过 看 哈 作 用 进入 宿主 细胞 + 
细胞 内 寄生 物 积极 侵入 宿主 细胞 + 
许多 病原 体 改变 宿主 细胞 内 的 膜 运输 
病毒 和 细菌 利用 宿主 细胞 的 细胞 骨架 在 胞 内 
病毒 接替 宿主 细胞 的 代谢 作用 … Š 
病原 体能 改变 宿主 有 机 体 的 行为 以 便于 病原 体 的 传播 
病原 体 的 快速 进化 
耐 药 性 病原 体 是 一 个 日 趋 紧张 的 问题 
小 结 … 
天 然 免 疫 
上 皮 细 胞 表面 有 助 于 预防 感染 … 
人 的 细胞 识别 病原 体 的 保守 特征 
补体 激活 将 病原 体 作为 吞噬 作用 或 溶菌 作用 的 靶 目 标 


Toll-like 蛋白 是 模式 识别 受 体 的 一 个 古老 家 族 
Frm AH FAR. AA RA - a 
RE AEE Ok SRO FE fib FF R A E E Rh i, 
病毒 感染 细胞 采取 有 力 措施 阻止 病毒 复制 
天 然 杀 伤 细胞 诱导 病毒 感染 细胞 自杀 … 
小 结 
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第 I 部 分 细胞 导论 


1 细胞 和 基因 组 
2 细胞 的 化 学 和 生物 合成 
3 蛋白质 


分 裂 中 的 酵母 细胞 。 这些 单 细胞 有 机 体 通过 出 芽 形成 子 细胞 而 迅速 分 裂 。 醉 


剑 作 为 一 种 模式 生物 被 广泛 利用 ， 特 别 是 在 研究 细胞 周期 中 起 到 重要 作用 


-个 


卵细胞 。 这 单个 细胞 中 含有 决定 一 个 多 细胞 动物 结构 所 必须 的 遗传 
tR Xenopus laevis 卵细胞 


1 细胞 和 基因 组 


地 球 上 细胞 的 共同 特征 
基因 组 的 多 样 性 及 生命 树 
真 核 生 物 的 遗传 信息 


我 们 的 星球 表面 布 满 了 活体 生物 一 一 这 些 古 怪 的、 杂乱 的 但 具有 组 织 构造 的 “化 学 工厂 ” 
从 周边 的 环境 中 摄取 物质 并 利用 这 些 原材料 制造 出 千 千 万 万 个 自身 的 复制 体 。 这 些 活体 通过 
各 种 各 样 完全 不 同 的 方式 产生 。 然 而 ， 在 老虎 与 海藻 之 间 ， 或 在 细菌 与 树木 之 间 ， 除 了 叫 法 
不 同 还 有 没有 更 多 其 他 差异 的 地 方 呢 ? 虽然 我 们 的 祖先 并 不 了 解 什么 是 细胞 和 DNA， 但 他 们 
发 现 所 有 的 这 些 活体 都 有 个 共同 的 特点 ， 他 们 把 它 叫做 “生命 "。 人 们 惊异 于 它 的 存在 ， 努 力 
的 想 要 了 解 它 ， 拼 尽 全 力 的 想 要 说 明生 命 是 什么 ， 它 是 怎么 区 别 于 非 生命 体 运行 的 。 

20 世纪 的 重大 发 现 并 没有 减少 人 们 对 于 生命 的 好 奇 一 一 反而 更 加 引起 了 人 们 的 兴趣 。 但 
这 些 发 现 却 揭 去 了 自然 界 生命 的 神秘 面纱 。 我 们 现在 明白 所 有 的 生命 体 都 是 由 细胞 组 成 ， 这 
些 生命 体 的 微小 单元 的 大 多 数 基本 功能 都 采取 相同 的 运行 模式 。 生 物体 虽然 外 表 千 差 万 别 
但 本 质 上 却 大 同 小 异 。 整 个 生物 学 就 是 两 种 主题 的 对 应 点 : 一 种 是 个 体 的 多 样 性 ， 另 一 种 是 
基本 机 制 的 稳定 性 。 在 这 一 章 里 ， 我 们 首先 要 描述 所 有 生命 体 的 共同 特征 ， 接 着 简要 阐明 细 
胞 的 多 样 性 。 我 们 将 会 看 到 ， 由 于 所 有 生命 体 的 规范 都 表现 为 共同 的 密码 ， 所 以 有 可 能 解读 、 
测量 和 破译 这 些 规范 以 便 清晰 连贯 地 理解 各 种 形式 的 生命 体 。 


地 球 上 细胞 的 共同 特征 


现在 ,估计 有 1000 万 以 上 一 一 也 许 有 1 亿 物 种 生活 在 我 们 的 地 球 上 。 每 个 物种 都 不 相 
同 ， 它 们 忠实 的 复制 自己 ， 产 生出 属于 本 物种 的 后 代 : 母体 以 一 种 极其 详尽 的 方式 将 特定 的 
遗传 信息 传递 给 子 代 ， 使 之 具有 本 物种 的 特征 。 这 种 遗传 现象 是 生命 这 个 定义 的 中 心 部 分 
它 把 生命 和 其 他 过 程 相 区 分 。 例 如 ， 晶 体 的 形成 、 螨 烛 的 燃烧 、 波 浪 以 及 水 的 生成 等 ， 这 些 
过 程 里 亦 有 有 序 结构 的 形成 ， 但 没有 亲 代 与 子 代 的 特性 之 间 相同 类 型 的 联系 。 和 蜡烛 燃烧 一 
样 ， 活 体 必须 消耗 自由 能 以 产生 并 维持 自身 的 机 体 组 成 ; 但 这 些 自由 能 是 在 遗传 信息 的 指定 
下 驱动 一 个 庞大 的 化 学 反应 复合 系统 进行 工作 的 。 

大 多 数 生命 体 都 是 单 细胞 结构 ;其 他 生命 体 ， 像 我 们 一 样 ， 是 庞大 的 多 细胞 都 市 ， 体 内 
成 能 的 细胞 执行 特定 功能 ， 它 们 之 间 通 过 复杂 的 通讯 系统 互相 连接 。 但 是 不 管 是 单 细胞 细菌 
还 是 由 10" 个 细胞 组 成 的 人 体 ， 其 所 有 的 组 织 器 官 都 是 由 于 单个 细胞 的 分 裂 而 来 。 这 单个 细 
胞 承载 着 决定 物种 的 遗传 信息 〈 图 1-1)。 在 这 些 信息 的 指引 下 ， 细 胞 从 环境 中 人 聚集 原材料 ， 
依照 自己 的 影像 在 体外 复制 一 个 同样 拥有 全 套 拷 贝 的 新 生 细胞 。 只 有 细胞 有 这 个 能 力 。 
所 有 的 细胞 都 以 同样 的 线性 化 学 密码 (DNA) 形式 储存 遗传 信息 

我 们 知道 ， 计 算 机 可 以 将 信息 作为 一 种 可 测量 的 量 一 一 一 张 软盘 上 有 100 万 个 字 节 ( 相 

sgae 


图 1-1 卵细胞 中 的 遗传 信息 决定 了 整个 多 细胞 生物 体 的 属性 
CA) 和 (B) 海胆 卵细胞 产生 了 海胆 ，(C) 和 CD) 小 鼠 孵 细胞 发 育成 小 好 ，(E) 和 (F) 海藻 Fucus 的 卵细胞 形成 海 涪 
(A, Courtesy of David McClay; B, Courtesy of M. bbs. 


cience 209; 768-776. 1980; D, Courtesy of O. Newman, Oxford Scientific Films; E and F, Courtesy 


Oxford Scientific Films; C, Courtesy of Patricia Calarco, 
from G, Martin, $ 


of Colin Brownlee. ) 


当 于 200 页 的 文本 ) ， 一 张 CD 光盘 上 可 存储 6 亿 个 字 节 等 。 但 由 于 一 种 信息 可 以 以 不 同 的 物 
理 形 式 存储 ， 从 而 给 我 们 的 生活 带 来 许多 不 便 。 在 一 种 型 号 的 计算 机 上 输入 的 文档 可 能 无 法 
在 另 一 台 机 器 上 读 取 。 随 着 计算 机 技术 的 发 展 ， 今天 的 机 器 可 能 天 取 10 年 前 我 们 记录 电 
(ade RE. 活 细 胞 和 计算 机 一 样 也 要 交 进化 发 展 了 35 亿 
年 。 没 有 人 认为 它们 会 以 一 种 相 息 ,不 4 被 其 他 物种 
细胞 的 信息 处 理 器 所 读 取 。 但 是 出 ， 世 界 上 所 有 的 活 细胞 ， 除了 目前 未 发 现 的 
以 外 ， 都 无 一 例外 的 采用 一 种 双 链 分 子 的 形式 存储 进 传 信息 ， 这 种 分 子 叫做 DNA 一 一 没有 分 
支 的 聚合 长 双 链 ， 永 远 只 由 4 种 单 体 组 成 : A、T、C、G。 这 些 单 体 紧密 地 连 在 一 起 ， 组 成 
-条 线性 的 长 序列 ， 编 码 遗 传人 就 像 计 算 机 语言 中 的 1 和 0 一 样 。 我 们 可 以 从 人 细胞 中 
取出 一 段 DNA 插入 细菌 中 ， 也 可 从 细菌 DNA 中 取出 一 段 插入 人 类 细胞 中 ， 得 到 的 信息 可 以 
成 功 地 通读 、 翻 译 、 复 制 。 科 学 家 们 利用 化 学 方法 可 以 通读 任何 DNA 分 子 上 的 全 部 单 体 
(即使 有 上 百 万 个 碱 基 ) 从 而 可 以 译 解 每 个 生物 体 的 遗传 信息 。 


细胞 通过 依照 模板 的 聚合 作用 复制 遗传 信息 


如 果 要 了 解 生命 运行 的 机 制 ， 必 须 清楚 双 链 DNA 分 子 的 结构 。DNA 单 链 上 的 每 一 个 单 
体 ， 即 每 一 个 核酸 痢 由 两 部 分 组 成 ， 一 个 磷酸 基 团 的 糖分 子 〔 脱 氧 核糖 ) 和 一 个 碱 基 。 碱 
ETER (A), SE (G), kE O 和 胸腺 喀 啶 CT) 中 的 一 种 (图 1-2)。 糖 分 
子 之 间 通 过 磷酸 基 团 相互 连接 ， 这 种 重复 的 糖 -磷酸 结构 形成 聚合 链 的 骨架 ， 并 从 骨架 上 伸 出 一 
系列 碱 基 。DNA 聚合 体 通过 将 单 体 添加 在 它 的 未 端 而 得 以 延伸 。 从 理论 上 来 说 ， 一 条 单 链 上 单 
体 的 添加 方式 是 随意 的 ， 因 为 每 个 单 体 都 以 相同 的 方式 与 下 一 个 单 体 相 连 。 然 而 在 细胞 中 却 有 


这 样 的 限制 : DNA 分 子 并 不 能 随意 合成 ， 而 是 以 预先 存在 的 DNA 链 为 模板 进行 合成 。 由 于 碱 
sas 


基 间 的 互补 结构 : A 与 了 结合 ，C 与 G 结合 ， 使 得 合成 链 上 的 碱 基 紧 密 结合 于 模板 链 上 。 这 种 
碱 基 配 对 决定 4 种 碱 基 中 的 哪 种 应 该 连 到 正在 延伸 的 链 上 。 按照 这 种 方式 ， 就 产生 一 个 含有 A、 
条 双 螺旋 [图 1-2 (E)]。 


C、T、G 4 种 碱 基 的 互补 双 链 ， 两 条 链 之 问 互相 缠绕 ， 形 成 


(A) DNA 的 构成 “积木 ” (D) 双 链 DNA 
磷酸 基 wee 


i 
精 基 - 确 酸 基 残 基 [e] 


BR 


(B) AME DNA 


图 1-2 DNA 及 其 构造 单元 
CA) DNA 由 称 为 核 苷 酸 的 单 体 组 成 ， 每 一 个 核 苷 酸 都 由 两 部 分 组 成 : 含有 一 个 砚 酸 基 团 的 精 分 子 〈 脱 氧 核糖 ) 及 一 个 
碱 基 ， 碱 基 有 4 PASAU CRIS OLR. LEE AURA REED. MAI A, G, CHT. (B) 单 链 DNA Hi Bot AR 
糖 基 - 耕 酸 基 连 接 组 成 ， 注 意 单个 糖 基 -磷酸 基 单 元 是 不 对 称 的 ， 导 致 了 单 链 肯 架 的 方向 性 或 极 性 。(C) 通过 依赖 模板 的 
聚合 作用 ， 当 前 DNA 链 指导 核 苷 酸 聚 合 形成 新 的 DNA 链 ; T 和 另 一 条 链 上 的 A 结合 ，G 和 C 结合 。 新 链 的 核 代 酸 序 
列 和 卓 链 互补 骨架 有 着 相反 的 方向 性 ， 如 新 链 上 的 …TTAC 对 应 于 旧 链 的 GTAA… (D) 一 般 ，DNA 分 子 含有 两 条 这 
样 的 互补 链 。 每 条 链 上 的 核 此 酸 通过 强 共 价 ) 化 学 键 相 连 ， 而 互补 两 条 链 问 的 结合 力 较 弱 ， 通 过 氢 键 相连 ，(E) 两 
条 DNA 链 互相 缠绕 形成 双 螺旋 ， 这 种 结构 非常 牢固 ， 可 以 在 不 破坏 核 背 酸 基本 结构 的 情况 下 调节 核 茬 酸 序列 


与 糖 -磷酸 连接 相 比 ， 碱 基 对 之 间 的 键 较 弱 ， 这 人 允许 两 条 DNA 链 可 以 在 单 链 骨 架 不 被 破 
坏 的 情况 下 被 分 开 。 每 条 链 都 可 以 按照 上 述 方式 合成 一 条 和 自身 完全 互补 的 新 DNA 
链 一 一 遗传 信息 的 新 拷贝 (图 1-3)。 在 不 同 的 细胞 中 ，DNA 复制 (DNA replication) 的 比例 
不 同 ， 起 始 结束 的 时 间 不 同 ， 辅 助 分 子 也 不 同 。 但 是 其 基本 要 素 是 相同 的 ，DNA 是 遗传 信息 
的 储存 库 ， 并 且 有 模板 的 聚合 作用 (templated polymerization) 是 整个 生物 界 复制 信息 的 
方式 。 


所 有 的 细胞 都 将 其 部 分 遗传 信息 转录 成 共同 的 中 间 体 CRNA) 


为 了 行使 储存 遗传 信息 的 功能 ，DNA 不 仅仅 是 必须 在 每 次 细胞 分 裂 前 以 上 述 方式 完成 自 
身 的 复制 ， 它 还 必须 表达 自身 的 信息 ， 用 于 指导 细胞 内 其 他 分 子 的 合成 。 这 些 过 程 在 所 有 的 
生物 体 中 采取 相同 的 机 制 ， 产 生 另 外 两 种 重要 的 聚合 体 :，RNA 和 和 蛋白质。 首先 是 一 个 依赖 于 

sgt 


EHR DNA 双 螺 旋 


模板 链 
图 1-3 遗传 信息 通过 DNA 复制 而 加 售 
在 此 过 程 中 ， 双 链 DNA 解 旋 ， 每 个 DNA 单 链 都 可 以 作为 模板 合成 一 条 互补 链 


aa ae 模板 的 聚合 作用 ,叫做 转录 (transcription), BPL 
复制 DNA 片段 为 模板 指导 合成 与 之 密切 相关 的 小 分 子 聚 合 
DnA ” 物 核 糖 核酸 (ribonucleic acid) 或 RNA。 然 后 是 一 个 更 


加 复杂 的 过 程 ， 叫 做 翻译 〈translation)， 其 中 许多 
Inti RNA 分 子 参与 这 一 过 程 ， 指 导 合成 另 一 不 同类 
RNA fik 型 的 化 合 物 一 一 蛋白 质 〈protein) (图 1-4) 。 

RNA 的 骨架 和 DNA 的 有 些 不 同一 一 核 精 代 替 了 


RNA ”脱氧 核糖 ， 并 且 DNA 中 4 种 碱 基 之 一 的 工 被 替换 成 了 
PREFER 略 有 不 同 的 U， 其 他 三 种 碱 基 ，A、C 和 G， 则 是 相同 


Ramen 的 ，RNA 中 的 所 有 4 种 碱 基 在 DNA 中 都 有 互补 的 对 
min 应 碱 基 一 一 RNA 中 的 A、U、C 和 G 分 别 对 应 于 DNA 
BROKE 中 的 T、A、G 和 C。 转 录 时 ，RNA 的 单 体 成 行 排列 ， 
REM 并 以 与 DNA 单 体 在 复制 中 被 选择 的 相同 方式 而 被 选择 


1.4 从 DNA BIE 用 于 在 DNA 模板 链 上 进行 聚合 。 因 此 转录 输出 的 是 一 
UT eg 条 忠实 反应 细胞 内 部 分 过 传 信息 的 单 链 多 聚 分 子 ， 只 不 
先 ， 在 转录 中 ，DNA 片段 指导 RNA 分 子 的 ”过 输出 的 字母 一 一 RNA 单 体 和 原 DNA 单 体 有 少许 的 
合成 。 然 后 在 翻译 中 ，RNA 分 子 指导 蛋白 质 ” 不同。 
分 子 的 合成 同一 段 DNA 分 子 可 以 重复 的 合成 多 条 相同 的 
RNA 转录 产物 。 因 而 ， 细 胞 的 遗传 信息 储存 形式 DNA 分 子 是 固定 的 、 不 可 变 的， 而 RNA 
分 子 则 可 成 批 生 产 ， 并 且 用 完 之 后 可 以 丢弃 (图 1-5)。 我 们 知道 ， 大 多 数 这 些 转 录 产 物 的 基 
本 功能 是 作为 遗传 信息 传递 的 中 间 体 : 它们 以 信使 RNA (messenger RNA, mRNA) 的 形 
式 ， 依 照 DNA 中 储藏 的 遗传 指令 指导 蛋白 质 的 合成 。 
RNA 分 子 的 特殊 结构 决定 了 它们 拥有 其 他 特定 的 化 学 功能 。 由 于 分 子 是 单 链 的 ， 并 且 骨 
架 可 以 弯曲 ， 所 以 RNA 分 子 的 一 部 分 可 以 和 另 一 部 分 微弱 结合 。 当 一 条 分 子 上 的 部 分 序列 
局 部 互补 时 ， 就 会 发 生 上 述 现象 ， 如 一 段 …GGGG… 的 序列 就 有 可 能 和 一 段 …CCCC… 的 序列 
结合 。 这 种 类 型 的 内 部 结合 力 使 得 RNA 分 子 折 香 成 一 种 特殊 的 空间 构象 (图 1-6)。 反 过 来 ， 
RNA 分 子 的 这 种 特殊 结构 能 使 它们 选择 性 识别 并 结合 到 特定 的 分 子 上 ， 并 且 在 某 些 特殊 的 情 
况 下 可 以 催化 其 结合 的 分 子 发 生化 学 改变 。 我 们 在 本 书后 面 将 会 看 到 ， 这 种 RNA 分 子 的 催 


化 反应 在 细胞 某 些 最 原始 和 最 基本 的 生理 过 程 中 发 挥 重 要 作用 ， 并 且 有 人 设想 在 生命 进化 的 
TP 


作为 消耗 遗传 信息 载体 的 RNA 


作为 遗传 信息 存储 的 双 链 DNA ToT ee ee 
LT 
作为 模板 指导 RNA 合成 的 链 


许多 相同 的 RNA 转录 片段 


图 1-5 遗传 信息 如 何在 细胞 内 传递 
每 个 细胞 都 有 一 系列 的 DNA 分 子 一 址 传 信息 的 档案 馆 。 特定 的 DNA 片段 指导 许多 相同 RNA 分 
子 的 合成 ， 这 些 RNA 分 子 作为 档案 馆 中 遗传 信息 的 工作 拷贝 。 通 过 转录 一 条 长 DNA 分 子 的 不 同 
部 分 产生 许多 不 同 的 RNA 分 子 ， 从 而 使 得 细胞 可 以 有 选择 地 利用 自身 的 遗传 信息 
初期 这 种 RNA 的 催化 反应 更 为 广泛 ， 并 起 着 核心 作用 (讨论 见 第 6 章 ) 。 


(B) 


图 1-6 RNA 分 子 的 结构 
CA) 同一 个 分 子 不 同 部 分 的 碱 基 配 对 使 得 RNA 分 子 有 着 特征 性 的 外 形 。(B) 一 个 丁 型 肝炎 病毒 的 RNA 分 子 
的 三 维 结构 ， 具 有 催化 RNA BERRE. € CB). based on A. R. Ferré D'Amaré, K. Zhou, and J. A. 
Doudna, Nature 395, 567—574, 1998. ) 


所 有 细胞 都 将 蛋白 质 用 作 催 化 齐 


Ail DNA, RNA 一 样 ， 蛋 白质 分 子 也 是 没有 分 支 的 聚合 长 链 ， 由 所 有 活 细胞 内 相同 基本 
组 分 中 的 单 体 聚 合 而 成 ; 并 且 蛋 白质 也 是 以 线性 序列 的 形式 承载 信息 ， 就 像 人 类 使 用 字母 一 
样 。 每 个 细胞 内 都 有 许多 不 同 的 蛋白 质 ， 除 去 水 之 后 ， 它 们 占据 了 细胞 质量 的 大 部 分 。 

蛋白 质 的 单 体 一 一 氨基 酸 (amino acid) 与 DNA 和 RNA 的 单 体 不 同 ， 它 们 共有 20 种 ， 
而 不 是 4 种 。 每 种 氨基 酸 都 有 一 个 相同 的 核心 结构 ， 并 通过 这 一 核心 结构 以 标准 方式 与 任何 
其 他 的 氨基 酸 连 接 ， 连 在 核心 上 的 侧 基 决定 了 氨基 酸 不 同 的 化 学 特性 。 每 个 蛋白 质 分 子 或 多 
Ak (polypeptide) 都 由 相互 连接 在 一 起 的 氨基 酸 序 列 形成 一 个 精密 的 三 维 结构 ， 其 活性 位 点 
位 于 表面 [图 1-7 (A)]。 因 此 这 些 氨 基 酸 聚合 物 可 以 高 度 特异 地 结合 其 他 分 子 ， 发挥 酶 


E S 


Cenzyme) 的 作用 ， 催 化 有 共 价 键 的 形成 和 破坏 的 反应 。 它 们 通过 这 种 方式 指导 细胞 内 的 绝 
大 部 分 化 学 过 程 [图 1-7 〈(B)]。 除 此 之 外 ， 蛋 白质 还 有 许多 其 他 的 功能 一 一 维持 结构 、 产 生 
运动 、 感 知 信号 等 。 每 种 蛋白 质 由 于 其 自身 的 特定 氨基 酸 序列 而 行使 特定 的 功能 。 最 重要 的 
是 ， 蛋 白质 是 可 以 把 细胞 的 遗传 信息 赋 之 于 行动 的 分 子 。 


ee 


图 1-7 蛋白 质 分 子 怎样 在 化 学 反应 中 起 催化 作用 
CA) 氨基 酸 序 列 决 定 蛋白 质 分 子 折 香 形成 一 个 特殊 的 形式 。 洲 菌 酶 表 而 形成 一 个 沟 状 催化 位 点 ，(B) 多 糖分 巴 (红色) 
是 一 个 单 灶 分 子 的 聚合 链 ， 结 合 到 溶菌 酶 的 催化 位 点 ， 由 于 沟 模 中 氨基 酸 具有 催化 共 价 键 断 裂 的 作用 而 被 断 开 


AMAZ LRTI AE A 
的 氨基 酸 序列 。 反 过 来 ， 蛋 白质 可 以 催 
| 化 许多 化 学 反应 ， 包 括 DNA 分 子 合成 ， 


遗传 信息 由 DNA 传递 到 RNA 和 和 蛋白 
质 。 这 种 反馈 回路 是 机 体 自动 催化 、 自 
我 复制 的 基础 (图 1-8)。 


所 有 细胞 都 以 相同 的 方式 将 
RNA 翻译 成 蛋白 质 


遗传 信息 从 由 4 种 字母 组 成 的 多 聚 
图 1-8 生命 是 一 个 自我 催化 的 过 程 核 苷 酸 翻译 成 由 20 种 字母 组 成 的 蛋白 
JOR BAIR KPRAP MEOR CRUSE) 提供 7 了” 质 是 一 个 复杂 的 过 程 。 在 某 些 方面 ， 这 
序列 信息 和 催化 功能 ， 通 过 一 系列 复杂 的 化 学 反 合成 更 ” 种 翻译 的 规则 简洁 而 合理 ， 但 另 一 方 
Ss A I eT VE E EA 面 ， 如 果 遇 到 这 些 规则 在 所 有 的 生物 体 
中 少量 例外 ) 都 相同 ， 那 它们 又 是 极为 武断 的 。 现 在 认为 ， 那 些 武断 的 特征 反应 了 生命 起 
始 初期 的 残酷 意外 事件 一 一 这 些 最 早期 有 机 体 的 可 能 特征 被 遗传 下 来 ， 并 被 根深 蒂 固 地 植 人 
细胞 内 而 无 法 改变 ， 除 非 细 胞 结构 被 破坏 。 
遗传 信息 以 3 个 核 背 酸 一 组 的 形式 录入 信使 RNA 的 序列 中 : 这 种 三 核 背 酸 形式 又 叫 密 
码 子 ， 决 定 〈 编 码 ) 了 对 应 蛋白 质 中 的 一 个 氨基 酸 。 由 于 存在 64 (4X4X4) 种 可 能 的 密码 
子 ， 而 仅 有 20 种 氨基 酸 ， 所 以 出 现 了 几 个 密码 子 对 应 同一 种 氨基 酸 的 情况 。 一 类 特殊 的 小 
RNA 分 子 家 族 ， 转 移 RNA， 可 以 读 出 这 些 编码 。 每 种 类 型 的 tRNA 都 是 一 端 连 接 一 个 特定 
-ks 


蛋白 质 BRET 


的 氨基 酸 ， 另 一 端 为 3 个 核 苷 酸 组 成 的 特殊 序列 〈 反 密码 子 )， 它 可 以 通过 碱 基 配对 特异 性 地 
识别 mRNA 上 的 密码 子 单元 (A 1-9). 


(B) 


mRNA 的 密码 子 
结果 : 密码 子 选择 相应 的 氨基 酸 


图 1-9 转移 RNA 
《A) 对 应 色 氨 酸 的 TRNA 分 子 。tRNA 分 子 的 一 端 带 有 色 氨 酸 ， 另 一 端 有 三 链 核 背 酸 CCA ( 反 密 码 子 )， 可 以 识 
别 信使 RNA 分 子 上 的 色 氨 酸 密码 子 。(B) 色 氨 酸 tRNA 分 子 的 三 维 结构 。 注 意 CAD 中 密码 子 和 反 密码 子 是 反 
方向 的 ， 就 像 DNA 双 螺 旋 中 的 两 条 链 一 样 〈 图 1-2)， 所 以 tRNA 中 的 反 密码 子 序列 是 从 右 往 左 读 ， 而 mRNA 的 
密码 子 序 列 则 是 由 左 往 右 读 


蛋白 质 合 成 时 ， 一 系列 的 tRNA 分 子 通过 反 密 码 子 与 mRNA 上 的 密码 子 进 行 碱 基 配对 ， 
从 而 把 它 携带 的 氨基 酸 连接 到 一 起 。 当 氨基 酸 连接 到 一 起 形成 蛋白 质 链 时 ， 完 成 任务 的 
tRNA 就 脱落 下 来 。 这 个 复杂 的 过 程 是 由 一 种 庞大 的 多 分 子 机 器 核糖 体 来 完成 的 。 核 糖 体 由 
两 条 核糖 体 RNA (rRNA) 主 链 和 50 多 种 不 同 的 蛋白 质 组 成 。 这 种 历经 了 久远 年 代 的 分 子 紧 
FRAME MRNA 分 子 的 末端 并 沿 其 滑动 ， 其 间 捕 获 携带 有 氨基 酸 的 tRNA， 把 氨基 酸 串 成 一 条 
新 的 蛋白 质 链 (图 1-10). 


相应 于 一 种 蛋白 质 的 遗传 信息 片段 就 是 一 个 基因 


通常 ，DNA 分 子 非常 庞大 ,含有 成 千 上 万 种 蛋白 质 的 信息 。 因 此 ，DNA 序列 的 不 同 部 
分 可 以 转录 成 不 同 的 mRNA 分子， 每 个 分 子 编码 一 种 蛋白 质 。 基 因 就 是 对 应 于 一 种 蛋白 质 的 
DNA 序列 (或 者 对 应 于 催化 RNA 和 结构 RNA 的 DNA 序列 ， 因 为 它们 的 最 终 产物 是 RNA 
而 不 是 蛋白 质 )。 

细胞 中 单个 基因 的 表达 是 受 调控 的 : 细胞 可 以 根据 需要 自动 调控 转录 和 翻译 的 速率 ， 而 
不 是 所 有 的 时 间 都 全 力 合成 蛋白 质 。 调 控 DNA 分 散在 编码 基因 之 间 ， 这 些 DNA 非 编码 区 可 
以 结合 特定 的 蛋白 质 ， 从 而 调控 局 部 基因 的 转录 速率 (图 1-11)。 另 外 ， 还 存在 一 些 其 他 的 非 
编码 DNA 序列 。 例 如 ， 有 些 DNA 的 作用 就 像 标点 符号 ， 可 以 决定 某 种 蛋白 质 在 哪里 起 始 ， 

5% 


Ñ 生长 的 多 肘 链 


图 1-10 工作 中 的 核糖 体 
CA) 此 图 显示 了 核糖 体 怎样 沿 mRNA 分 子 移动 ， 怎 样 捕获 与 mRNA 的 密码 子 对 应 的 tRNA， 并 把 其 携带 的 氨基 酸 组 成 
蛋白 质 序 列 。mRNA 决定 了 氨基 酸 序列 。(B) 细菌 核糖 体 的 三 维 结构 〈 淡 绿色 和 蓝 色 )， 沿 着 mRNA 分 子 (橙色 小 珠 ) 
移动 ， 有 3 个 在 捕获 和 释放 不 同步 骤 中 的 tRNA 分 子 〈 黄 色 、 绿 色 和 粉红 色 )。 核 糖 体 是 一 个 含有 50 多 种 不 同 蛋白 质 以 
及 RNA 分 子 的 庞大 装配 车 间 [ (B) 经 Joachim Frank, Yanhong Li 和 Rajendra Agarwal 许可 ] 


到 哪里 结束 。 这 些 调控 DNA 和 其 他 功能 的 非 编 码 DNA 在 各 个 组 织 器 官 中 的 数量 和 分 布 都 不 
相同 ， 但 它们 的 基本 功能 者 大体 相似 。 总 之 ,细胞 的 基因 组 一 一 就 是 所 有 的 DNA 序列 中 所 
含有 的 全 部 遗传 信息 一 一 不 仅 决定 细胞 内 的 蛋白 质 性 质 ， 还 控制 它们 表达 的 时 间 和 方位 。 


生命 需要 自由 能 


一 个 活 细 胞 远 不 是 一 个 处 于 化 学 平衡 的 系统 ， 内 部 存在 着 大 量 的 自由 能 ， 即 如 果 细 胞 朝 
着 化 学 平衡 的 方向 进行 衰退 或 凋 亡 ， 它 会 向 环境 中 释放 大 量 的 热量 。 如 果 细胞 要 依照 自己 的 
模式 复制 出 一 个 新 的 细胞 ， 它 必须 像 吸取 原材料 一 样 从 环境 中 吸取 自由 能 ， 以 驱动 必要 的 合 
成 反应 。 这 种 自由 能 的 消耗 对 生命 来 说 是 最 基本 的 ， 如 果 它 停止 了 ， 那 么 生命 就 会 死亡 。 我 
们 知道 遗传 信息 也 是 生命 的 基本 元 素 ， 那 么 它们 之 间 有 什么 联系 呢 ? 
+ 10° 


(A) 


BRP A 

的 结合 位 点 非 编码 DNA 片 段 

laci lacZ lacy lacA 
sd 
2000 核 背 酸 对 

(B) © 

结合 到 DNA DNA 编 码 重 白 区 
调控 区 的 蛋白 


Ei (A) 大 肠 杆菌 的 一 小 部 分 基因 组 示意 图 ， 含 有 编码 4 种 不 同 蛋白 质 的 基因 (lack, lacZ, lacY 和 lacA) 

编码 蛋白 质 的 DNA 片段 红色) 之 间 有 调控 区 域 以 及 其 他 非 编码 DNA (黄色 )。(B) 这 一 区 域 的 电镜 图 片 ， 有 一 个 蛋 

白质 分 子 〈 由 iacl 基因 编码 ) 结合 于 调控 区 ; 此 蛋白 质 可 以 调控 lacZ、lacY 以 及 lacA 基因 的 表达 。(C) B 中 结构 的 
草图 [ (B) 经 Jack Griffith 许 可 ] 


答案 是 肯定 的 ， 遗 传 信 


息 
了 解 一 些 信息 ， 即 在 两 种 有 相同 可 能 性 的 选项 间 选 择 是 或 否 ， 就 要 消耗 一 定量 的 自由 能 〈 以 
焦耳 计算 )， 基 的 大 小 取决 于 温度 。 证 明 这 种 抽象 的 统计 热力 学 普遍 原理 极为 困难 ， 并 且 还 依 
赖 于 “自由 能 ”的 精确 定义 〈 讨 论 见 第 2 章 )。 然 而 ， 在 DNA 合成 的 背景 下 ， 这 一 基本 概念 
还 是 不 难 理解 的 。 

要 产生 一 条 和 已 有 DNA 分 子 相同 的 新 DNA 序列 ， 核 苷 酸 单 体 必须 正确 地 排列 在 现 有 的 


的 继承 需要 自由 能 ， 并 且 它们 之 间 有 一 个 精确 的 量化 关系 。 要 


DNA 模板 上 。 在 序列 的 每 个 点 上 ， 适 当 核 苷 酸 的 选择 依赖 于 以 下 事实 ， 正 确 配对 的 核 苷 酸 和 
模板 的 结合 力 大 于 错误 配对 的 核 苷 酸 与 模板 的 结合 力 。 结 合力 越 大 ， 错 误 结合 的 概率 就 越 小 。 
一 个 高 保 真 的 匹配 ， 无 论 是 通过 我 们 刚刚 提 过 的 简单 机 制 直接 形成 的 ， 还 是 通过 一 系列 复杂 
化 学 反应 形成 的 ， 在 正确 核 苷 酸 插入 时 都 伴随 着 大 量 自由 能 的 释放 。 这 一 切除 非 是 在 起 始 的 
分 子 带 有 高 储量 的 自由 能 时 才 不 会 发 生 。 最 后 ， 新 的 核 华 酸 结合 在 一 起 形成 新 的 DNA 链 ， 
又 需要 新 的 自由 能 把 新 链 从 旧 链 上 分 离 下 来 以 进行 下 一 轮 复制 。 

因此 ， 细 胞 为 了 忠实 的 复制 自身 遗传 信息 ， 需 要 从 所 处 的 环境 中 吸取 自由 能 。 同 样 这 条 
规则 也 适用 于 细胞 合成 其 他 分 子 。 例 如 ， 在 RNA 和 蛋白 质 合成 时 ， 现 有 的 遗传 信息 通过 一 
系列 的 分 子 匹配 指引 新 分 子 的 生成 ， 此 时 需要 自由 能 驱动 多 种 化 学 分 子 的 反应 ， 从 原材料 中 
构造 出 单 体 并 把 它们 正确 地 连接 到 一 起 。 


所 有 的 细胞 都 是 有 着 相同 分 子 建造 材料 的 生化 工厂 
由 于 细胞 要 合成 DNA、RNA 和 和 蛋白质 ， 而 每 一 种 大 分 子 又 是 由 一 系列 的 亚 单元 组 成 ， 
所 以 所 有 的 细胞 必须 处 理 一 批 相 似 的 小 分 子 ， 包 括 单 糖 、 核 苷 酸 、 氨 基 酸 以 及 其 他 合成 时 普 


饥 需 要 的 物质 。 例 如 ， 所 有 的 细胞 都 需要 磷酸 核 苷 酸 ATP (CORRERE) 作为 DNA 和 RNA 
“11s 


合成 时 的 建筑 块 ， 再 如 ， 所 有 的 细胞 都 需要 制造 和 消耗 这 种 携带 自由 能 和 磷酸 基 团 的 载体 分 
子 以 驱动 许多 其 他 的 化 学 反应 。 

虽然 各 种 细胞 都 是 相似 型 号 的 生化 大 工厂 ， 但 它们 对 于 一 些小 分 子 的 处 理 细节 则 有 很 大 
的 差异 ， 信 号 大 分 子 的 特性 也 不 是 完全 相同 的 。 像 植物 等 一 些 机 体 仅仅 需要 最 简单 的 营养 素 
和 太阳 光 的 能 量 就 可 以 制造 出 自身 的 有 机 小 分 子 ， 而 像 动 物 等 另 一 些 机 体 则 必须 摄 入 现 有 的 
生物 体 并 从 中 吸取 它们 现成 的 有 机 分 子 。 我 们 将 在 下 面 讨论 这 一 点 。 


细胞 外 被 覆 一 层 细胞 膜 ， 营养 物质 和 废弃 物 必须 通过 细胞 膜 进出 细胞 


这 层 膜 作为 一 个 选择 性 的 屏障 可 以 聚集 从 环境 中 收集 的 营养 物质 ， 保 证 自身 合成 的 产物 为 己 
所 用 ， 同 时 往外 分 泌 出 废弃 物 。 如 果 没 有 细胞 膜 ， 那么 细胞 就 不 可 能 作为 一 个 协同 的 化 学 系 
统 而 维持 其 完整 性 。 

细胞 膜 是 由 一 系列 具有 双亲 性 理化 性 质 的 分 子 组 
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水 的 〈 水 可 溶 的 )。 当 这 些 分 子 放置 在 水 中 时 ， 它 们 可 

油 以 自发 的 聚集 ， 政 水 部 分 尽 可 能 聚 在 一 起 ， 隐 藏 在 内 

CETERE ETEA ORN 部 ， 而 亲 水 集团 则 暴露 在 外 。 像 磷脂 分 子 之 类 的 适当 
ddan 


形状 的 亲 水 脂 分 子 占据 了 细胞 膜 的 大 部 分 ， 它 们 在 水 
中 自发 形成 紧 贴 的 双 层 囊 泡 结构 〈 图 1-12) 。 可 以 做 个 
试验 来 观察 这 种 现象 ， 在 一 个 试管 中 混合 磷脂 和 水 ， 
在 适当 的 条 件 下 ， 小 圳 泡 的 水 层 结构 可 以 明显 地 和 外 
ST RMIT RREH. 

虽然 所 有 细胞 中 主要 膜 分 子 的 化 学 结构 不 同 ， 但 
其 琉 水 尾 都 是 碳 氨 聚 合 物 一 CH: 一 CH: 一 CH, 一 )， 
并 且 它 们 自发 形成 双 层 讲 泡 只 是 许多 普遍 规律 中 的 一 
个 例子 : 细胞 合成 的 化 学 分 子 的 化 学 特性 促使 它们 自 
组 装 形成 细胞 所 需要 的 结构 。 
eee AN 细胞 的 这 层 边界 并 不 是 完全 不 可 透 过 的 。 当 细胞 
尾部 ren 在 水 和 油 的 分 界线 上 ， 在 生长 和 分 裂 时 ， 它 必须 要 透 过 细胞 膜 从 外 界 吸取 营 
它们 排 戌 一 排头 部 基 轩 向 水， 尾部 向 油 . 曼 ” 养 物质 ， 并 排出 自身 废弃 物 。 因 此 细胞 膜 上 都 结合 有 
入 水 下 时 它们 府 合 在 一 块 形成 内 部 水 质 的 双 “特定 的 蛋白 质 ， 用 于 将 特殊 的 分 子 从 一 端 运送 到 另 一 

TARAN 端 (图 1-13)。 一 些 膜 输送 蛋白 质 和 细胞 内 催化 基本 小 

分 子 反应 的 蛋白 质 一 样 ， 在 进化 过 程 中 是 非常 保守 的 ， 所 以 人 们 可 以 通过 对 比 两 个 物种 〈 即 
使 是 进化 上 差别 很 远 的 ) 来 认识 这 个 蛋白 质 家 族 的 相似 性 。 

膜 上 的 转运 蛋白 质 主要 决定 进入 细胞 的 分 子 类 型 ， 而 细胞 内 的 催化 蛋白 质 决 定 了 这 些 分 
子 所 要 参与 的 反应 。 因 此 ， 通 过 指定 细胞 内 所 要 合成 的 蛋白 质 ，DNA 分 子 上 的 遗传 信息 不 仅 
指挥 着 细胞 内 所 有 的 化 学 反应 ， 还 控制 着 细胞 的 形态 和 行为 ， 因 为 它们 也 主要 由 细胞 的 蛋白 
质 构建 和 控制 。 


细胞 的 生存 仅仅 需要 不 到 500 个 基因 


生命 信息 传递 的 基本 规律 非常 简单 ， 那 么 实际 的 细胞 内 有 多 么 复杂 呢 ? 尤其 是 细胞 的 最 
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mx BM. 离子 。 其 他 
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aa) 


mi3 膜 转运 蛋白 质 
(A) 古 细菌 Halobacterium halobium 紫 膜 质 的 分 子 结构 。 这 种 转运 蛋白 质 可 以 利用 吸收 的 光 能 把 离子 CH+ ) 
硝 出 细胞 。 多 肽 链 芋 螺旋 状 穿 过 细胞 腊 ; 在 一 些 区域 缠 绕 呈 螺旋 状 . 螺旋 片段 排列 成 离子 转运 通道 的 管 壁 。 
(B) 细菌 Thermotoga maritima 细胞 膜 上 转运 蛋白 质 示意 图 。 数 字 代 表 每 种 不 同类 型 转运 组 白质 的 数量 ,大 
部 分 同 种 类 型 蛋白 质 在 进化 上 彼此 类 似 


低 需求 有 哪些 呢 ? 关于 这 些 ， 我 们 可 以 通过 研究 一 个 基因 组 最 小 的 物种 支原体 ， 而 得 到 
一 些 粗略 的 结论 (图 1-14)。 这 种 细菌 寄居 在 哺乳 动物 体内 ， 所 处 的 环境 提供 给 了 它 许 多 现成 
的 小 分 子 。 但 它 还 必须 自己 生成 所 有 基本 遗传 所 需 的 大 分 子 DNA、RNA 以 及 蛋白 质 。 
支原体 仅 有 477 个 基因 ， 基 因 组 由 580 070 个 碱 基 对 组 成 ， 代 表 145 018 个 字 节 的 信息 一 一 相 
当 于 本 书 中 一 章 所 包含 的 字数 。 它 的 细胞 生物 学 可 能 很 复杂 ， 但 并 非 不 可 能 生存 。 


(A) (B) 


Spm 

图 上 14 生殖 器 支原体 
CA) 扫描 电镜 显示 这 种 小 细菌 的 不 规则 外 形 ， 它 缺乏 坚硬 的 细胞 壁 。 CB) 支原体 细胞 横 切面 〈 发 射电 镜 照片 )。 在 生殖 
器 支原体 的 477 个 基因 中 ，37 个 编码 转运 RNA、 核 糖 体 RNA 和 非 信使 RNA。297 个 编码 基因 的 功能 已 知 或 预测 到 ， 其 
中 153 个 在 DNA 复制、 转录 、 翻 详 以 及 DNA, RNA 和 蛋白质 相关 的 步 邓 中 起 作用 ; 29 个 与 细胞 膜 表面 结构 有 关 ; 71 
个 在 能 量 转换 以 及 小 分 子 的 合成 和 降解 中 起 作用 ; 11 个 在 细胞 分 裂 调控 以 及 其 他 步骤 中 起 作用 CA, from S Razin, M. 
Banais H. Gamliel, A. Pollack, W. Bredt, and L Kahane, Infect Immun. 30; 538-546, 1980; B, Courtesy of Roger 

Cole, in Medical Microbiology, 4th edn. , [S Baron ed. ] Galveston; University of Texas Medical Branch, 1996, ) 


目前 所 知 活 细胞 内 需要 的 基因 数目 至 少 为 200~300 个 。 下 一 节 将 会 提 到 ， 如 果 将 进化 树 
。13 。 


上 的 分 支 进行 比较 ， 我 们 会 发 现 有 200 多 个 基因 在 所 有 物种 中 是 相同 的 。 
小 结 


有 机 体 通 过 把 遗传 信息 传递 给 子 代 来 复制 自身 。 单 个 细胞 是 最 小 的 自我 复制 单元 ， 并 且 
在 所 有 物种 中 都 作为 遗传 信息 的 传递 载体 。 地 球 上 每 个 细胞 都 把 自身 的 遗传 信息 以 相同 的 化 
学 形式 存储 ， 即 双 链 DNA。 信 息 复制 时 ，DNA 双 链 打开 ， 每 条 链 都 可 作为 模板 链 合成 与 自 
身 完全 互补 的 新 DNA 链 。 转 录 时 ，DNA 采取 同样 的 依赖 于 模板 的 聚合 方式 把 部 分 信息 转化 
成 相似 的 聚合 物 一 一 RNA。RNA 接着 又 通过 更 为 复杂 的 翻译 机 械 装置 指导 蛋白 质 的 合成 ， 
其 中 包括 一 个 由 RNA 和 蛋白 质 组 成 的 多 分 子 机 器 一 一 核糖 体 。 蛋 白质 是 细胞 内 几乎 所 有 化 
学 反应 的 催化 剂 ; 它 还 有 其 他 的 功能 ， 包 括 可 以 选择 性 的 输入 、 输 出 小 分 子 进出 细胞 膜 。 蛋 
白质 的 特有 功能 取决 于 它 的 氨基 酸 序列 ， 氨 基 酸 序列 又 取决 于 编码 蛋白 质 的 DNA 序列 
基因 。 依 照 上 述 方式 ， 细 胞 的 基因 组 决定 体内 的 化 学 反应 ， 而 由 于 细胞 必须 合成 DNA、 
RNA 和 蛋白 质 ， 所 以 每 个 细胞 都 含有 相似 的 基本 生化 过 程 。 已 知 的 最 简单 细胞 内 仅 有 不 到 
500 个 基因 。 


基因 组 的 多 样 性 及 生命 树 


活体 是 具体 可 见 的 ， 而 不 像 其 他 的 化 学 形式 那样 给 人 以 无 尽 的 猜想 。 它 们 占据 了 海洋 ， 
覆盖 了 陆地 ， 浸 润 了 地 球 的 外 壳 ， 繁 荣 了 地 球 的 表面 。 富 集 氧 的 大 气 层 、 煤 炭 以 及 石油 ， 多 
层 的 铁 矿 石 、 白 亚 、 石 灰 岩 以 及 大 理 石 形成 的 悬崖 ， 所 有 的 这 些 ， 都 直接 或 间接 地 来 源 于 古 
生物 的 活动 。 
生物 体 不 受 环境 限制 ， 生 活 在 温和 的 陆地 、 水 底 以 及 阳光 充足 的 地 方 。 它 们 可 以 生存 在 
海洋 的 最 深 处 、 火 热 的 火山 口 、 南 极 洲 冰 封 地 面 下 的 水 域 里 以 及 地 球 表面 下 数 千 米 的 深 处 。 
这 些 生 活 在 极端 环境 下 的 生物 都 是 不 常见 的 ， 不 仅 因 为 它们 所 处 的 环境 难以 到 达 ， 而 且 它 们 
大 多 数 是 肉眼 看 不 到 的 。 即 使 在 平常 的 地 方 ， 大 多 数 生 物体 也 是 我 们 不 使 用 特殊 仪器 所 无 法 
看 到 的 : 它们 往往 不 引 人 注 意 的 运动 着 ， 除 非 它们 导致 一 场 疾病 或 者 腐蚀 掉 我 们 家 房屋 的 木 
材 。 但 是 微生物 却 占据 了 我 们 星球 所 有 生物 体 总 质量 的 大 部 分 。 直 到 最 近 ， 通 过 新 的 分 子 分 
析 方法 甚至 DNA 序列 分 析 ， 我 们 才 开 始 得 到 一 副 地 球 生命 的 画卷 ， 显 示 出 并 不 是 我 们 以 前 
所 焉 曲 的 只 有 大 型 动物 生存 在 陆地 上 的 景象 。 
这 一 节 里 我 们 将 讨论 生命 的 多 样 性 以 及 它们 之 间 的 联系 。 由 于 所 有 物种 的 遗传 信息 都 是 
以 DNA 序列 的 形式 存在 的 ， 并 且 目 前 已 经 通过 生化 技术 破译 了 部 分 物种 的 DNA 全 序列 ， 所 
以 我 们 有 可 能 参照 它们 的 序列 进行 分 析 、 存 档 或 者 比较 任意 物种 。 通 过 对 比 我 们 可 以 评估 某 
一 物种 在 整个 生命 家 族 树 中 所 处 的 位 置 一 一 这 就 是 “生命 树 "。 在 我 们 描述 这 项 方法 的 意义 之 
前 ， 我 们 必须 先 了 解 不 同 环境 下 的 细胞 是 怎样 获得 它们 生存 繁殖 所 必需 的 物质 的 ， 另 外 还 需 
了 解 一 些 种 类 的 机 体 必 须 依赖 另 一 种 类 的 物种 提供 基本 化 学 物质 的 方式 。 


细胞 可 由 多 种 自由 能 源 提供 能 量 


生物 体 可 以 通过 多 种 方式 获得 自由 能 。 像 动物 一 样 ， 真 菌 以 及 生活 在 人 类 消化 道中 的 细 
菌 通过 摄取 其 他 活 的 机 体 或 它们 产生 的 化 学 有 机 物 获得 自由 能 ;这 些 物 种 被 称 为 有 机 营养 生 
物 (来 源 于 希腊 语 trophe， 意 为 “食物 ”") 。 另 外 一 些 从 非 生物 界 吸取 能 量 。 这 可 分 为 两 类 ， 
一 类 可 以 利用 太阳 能 ， 另 一 类 可 以 由 环境 中 无 机 化 学 物质 中 的 高 能 量 系统 中 获得 能 量 〈 远 离 
kies 


化 学 平衡 的 化 学 系统 )。 前 者 我 们 叫做 光 养 性 生物 〈 以 太阳 光 为 食 )， 后 者 叫做 石 养 性 生物 
《以 石头 为 食 ) 。 有 机 营养 生物 离开 这 些 能 量 转换 器 是 无 法 生存 的 ， 后 者 占据 了 地 球 生命 物质 
的 大 部 分 。 

光 养 性 生物 包括 多 种 细菌 、 莹 类 以 及 植物 ， 是 我 们 人 类 ， 甚 至 我 们 通常 所 看 到 的 生物 ， 
所 依赖 的 。 光 养生 物 改变 了 我 们 环境 的 化 学 构成 ， 地 球 大 气 层 的 氧气 是 它们 生物 合成 活动 的 
副 产 物 。 

石 养性 生物 在 我 们 的 世界 里 没有 明显 的 特征 ， 因 为 它们 都 是 微观 的 ， 并 且 大 多 数 生活 在 
我 们 人 类 到 达 不 了 的 地 区 一 一 海底 深 处 、 地 下 数 千 米 以 及 其 他 许多 极端 环境 。 但 它们 是 生命 
世界 的 重要 组 成 部 分 ， 甚 至 曾经 在 地 球 生命 发 展 的 过 程 中 起 着 重要 作用 。 

一 些 石 养性 生物 从 需 氧 反 应 中 得 到 能 量 ， 它 们 利用 环境 中 的 氧 分 子 。 由 于 大 气 中 的 O; 是 
活体 的 最 终 产物 ， 所 以 在 某 种 意义 上 说 ， 这 些 需 氧 的 无 机 营养 菌 消 耗 的 是 以 前 生物 的 产物 。 
然而 ， 其 他 的 厌 氧 性 无 机 营养 菌 可 以 生活 在 极 少 或 者 没有 氧 分 子 存在 的 环境 ， 这 种 环境 和 地 
球形 成 早期 没有 氧气 积累 的 环境 差不多 。 

这 些 环境 中 最 不 可 思议 的 是 在 太平 洋 和 大 西洋 洋 底 地 层 上 的 热气 口 ， 地 球 内 部 物质 从 那 
里 逐步 涌 出 并 扩展 为 新 的 海底 陆 面 〈 图 1-15). 渗入 的 海水 被 热浪 卷 出 ， 形 成 一 个 海底 喷泉 ， 
水 中 携带 有 地 球 内 部 的 化 学 物质 。 比 较 典 型 的 有 HS、Hs、CO、Mn** 、Fe+ NÈH, CH, 
NH 以 及 含 磷 化 合 物 。 有 大 量 的 细菌 生活 在 这 个 排 气 口 周围 ， 品 味 这 种 涩 味 的 饮食 ， 从 化 
学 反应 中 捕获 自由 能 。 其 他 的 物种 ， 放 线 菌 、 蚌 类 、 巨 蜡 的 卵 ， 依 次 排列 在 细菌 之 外 ， 形 成 
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图 1-15 ŞRRELASDHEEER 
渗入 的 海水 被 热浪 卷 出 ， 形 成 一 个 海底 喷泉 ， 水 中 携带 有 地 球 内 部 的 化 学 物质 。 此 
处 有 一 个 温度 的 梯度 分 布 ， 由 喷气 口中 心地 带 的 350C 以 上 ， 降 低 到 海水 接触 面 的 
2 一 3 入. 矿物 质 遇 冷 后 沉淀 为 烟 向 状 。 不 同 种 类 的 生物 生活 在 不 同 的 温度 下 ， 在 
烟 略 周围 形成 不 同 的 领域 。 一 般 的 烟 向 状 沉积 物 可 达 几 米 高 ,流速 为 1 一 2mys 


一 个 类 似 于 植物 和 动物 的 完整 生态 系统 ， 但 它们 是 以 地 球 化 学 能 而 不 是 以 光 为 能 源 
(图 1-16) 。 


一 些 细 胞 可 以 为 其 他 细胞 固 
化 碳 


细胞 除了 需要 自由 能 之 外 ， 还 需要 其 他 的 物质 。 
DNA, RNA 和 蛋白质 仅 由 6 种 元 素 组 成 : 氧 、 碳 、 
氨 、 氧 、 硫 和 磷 。 这 些 元 素 广泛 存在 于 地 球 上 的 非 生 
物 环 境 如 岩石 、 水 以 及 大 气 中 ， 但 是 其 存在 形式 并 不 
容易 直接 形成 生物 活性 分 子 。 尤 其 是 大 气 中 的 N 和 
CO, 是 惰性 的 ， 这 些 无 机 分 子 需要 反应 成 有 机 化 合 物 ， 
以 便 为 进一步 的 生物 合成 做 准备 ， 即 将 氮 和 二 氧化 碳 
固定 ， 从 而 将 N 和 C 两 种 元 素 引入 机 体内 ， 这 一 过 程 
需要 极 大 的 自由 能 。 许 多 物种 的 细胞 缺少 这 种 固定 作 
用 的 生化 机 器 ， 因 此 必须 依赖 于 其 他 物种 。 动 物 依赖 
于 植物 提供 有 机 碳 和 和 氮 化 合 物 。 尽 管 植物 可 以 固定 空 
气 中 的 二 氧化 碳 ， 但 它们 没有 固定 氮气 的 能 力 ， 也 必 


定 氮 及 二 氧 


地 化 能 量 及 无 机 原材料 


1-16 ”生活 在 热气 口 的 生物 


在 气 口 周围 温度 可 达 150C 以 上 ， 生 存 着 多 种 
石 养 的 真 细菌 和 原 细菌 ， 它 们 可 以 化 学 能 量 为 
食物 。 稍 远 的 地 方 ， 温 度 稍微 降低 ， 生 活着 多 
种 无 将 椎 动物 ， 它 们 以 这 些微 生物 为 食 。 最 引 
人 注目 的 是 庞大 〈2m) 的 管状 虫 类 ， 它 们 不 以 
这 些 石 养 细胞 为 食 ， 而 是 靠 与 它们 的 共生 来 生 
活 :这 种 虫 类 的 某 种 器 官 聚集 了 惊人 数量 的 共 
生 硫 氧 苦 。 这些 细菌 可 以 吸收 地 球 化 学 能 并 把 
能 基 供 给 没有 嘴 、 肠 道 以 及 肛门 的 宿主 管状 
虫 依 赖 于 收获 地 球 化 学 能 的 细菌 就 像 植物 依赖 
于 叶绿体 捕获 太阳 能 一 样 ， 我 们 会 在 以 后 的 章 
节 中 讨论 ， 一 般 认为 ， 管 状 虫 是 由 一 种 非常 党 
见 的 动物 演化 而 来 的 ， 现 已 成 为 热气 口 的 第 二 
大 类 生物 (经 Dudley Foster, Woods Hole 
Oceanographic Institution 许可 ) 


须 依赖 于 固氮 细菌 为 它们 提供 氮 化 合 物 。 例 如 ， 豆 科 
的 植物 根瘤 中 就 存在 着 共生 固氮 菌 。 

因此 ， 细 胞 的 生化 特性 各 种 各 样 。 不 足 为 奇 的 是 ， 
在 需要 和 功能 互补 的 细胞 之 间 有 着 紧密 的 关联 。 我 们 
会 在 后 续 章 节 了 解 到 ， 当 这 种 关系 发 展 到 当 其 中 一 方 
完全 丧失 了 某 一 特性 的 时 候 ， 互 补 的 细胞 就 会 形成 单 
个 复合 细胞 。 


原核 细胞 间 的 生化 多 样 性 是 最 为 广泛 的 


人 们 早已 通过 显微镜 把 细胞 分 为 两 大 类 ， 真 核 细 
胞 (eucaryote) 和 原核 细胞 (procaryote)。 真 核 生物 
的 DNA 存在 于 一 个 有 膜 边 界 的 胞 内 隔 室 中 ， 这 一 隔 
室 被 称 为 细胞 核 (来 源 于 希腊 语 ， 意 为 “真正 有 核 


AY”. ew 即 “正确 地 ”或 “ 真 的 "，karyon 为 “ 核 的 ”或 “ 仁 的 ") 。 原 核 细胞 没有 明显 的 核 包 
里 DNA。 植 物 、 真 菌 以 及 动物 属于 真 核 生物 ， 细 菌 属 于 原核 生物 。 


大 多 数 原核 细胞 外 表 既 小 又 简单 ， 


多 以 单 体 的 形式 而 不 是 多 细胞 有 机 体 的 形式 存在 。 它 


们 的 典型 特征 是 球形 或 者 杆 状 ， 线性 长 度 为 几 微米 (图 1-17)。 它 们 通常 有 一 件 粗糙 的 保护 性 
外 套 ， 叫 做 细胞 壁 ， 其 内 为 细胞 膜 包 右 的 细胞 质 ， 细 胞 质 由 DNA、RNA、 蛋 白质 以 及 许多 
生命 必需 的 小 分 子 组 成 。 电 镜 下 可 以 看 到 ， 细 胞 内 部 没有 可 见 的 有 规则 的 内 部 组 织 ， 内 部 构 
造 是 可 变 的 (图 1-18). 

原核 细胞 占据 一 个 庞大 的 生态 位 ， 令 人 惊奇 的 是 它们 的 生化 特性 有 着 巨大 的 不 同 ， 这 种 
不 同 远 远大 于 真 核 细胞 间 的 差异 。 有 机 营养 性 物种 能 以 各 种 有 机 分 子 为 食 ， 包 括 糖 、 氨 基 酸 、 
碳 氧 化 合 物 以 及 沼气 ; 光 养 性 物种 (图 1-19) 能 以 各 种 途径 捕获 光 能 ， 其 中 一 些 还 能 以 副 产 
物 的 形式 释放 氧气 ; 石 养性 物种 能 以 简单 的 无 机 营养 素 为 食 ， 并 从 CO 中 获取 碳 源 ， 依 靠 
16s 
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球形 细胞 如 状 细胞 如 最 小 的 细胞 如 
Streptococcus pene coli, Mycoplasma, 螺旋 细胞 如 
Vibrio cholerae Spiroplasma Treponema pallidum 


图 1-17 一 些 细菌 的 外 形 和 大 小 
虽然 大 部 分 细菌 像 图 示 的 那么 小 ， 但 也 有 一 些 庞然大物 .一 个 非常 极端 的 例子 没有 给 出 ) 是 雪茄 状 的 细菌 
Epulopiscium fishelsoni， 它 们 生活 在 刺 尾 鱼 的 肠 道 里 ， 大 小 可 达 600pm 以 上 
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细胞 质 中 
的 核糖 体 


图 1-18 细菌 的 结构 
CA) 埠 乱 弧 菌 ， 显 示 出 其 简单 的 内 部 结构 。 和 许多 种 属 一 样 ， 和 霍乱 弧 菌 一 端 有 着 螺旋 状 的 附属 物 粹 毛 ) 它 可 以 像 推 
进 器 一 样 旋转 来 驱动 细胞 前 行 。 (B) KAH (E cold SOLO LER. EAU ALS A LE M 
DNA 压缩 在 较 亮 的 区 域 [ (B) 经 E Kellenberger 许可 ] 


H:S 满足 它们 的 能 量 需 求 〈 图 1-20)。 另 外 还 有 H 、Fe?+ 、 硫 元 素 以 及 环境 中 众多 的 其 他 化 
学 物质 。 

事实 上 ， 世 界 上 大 多 数 微生物 物种 都 没有 被 研究 过 。 传 统 的 细菌 学 方法 可 以 让 我 们 在 实 
验 室 分 离 、 培 养 一 些 菌 种 ， 从 而 了 解 它们 的 特性 。 但 一 些 生活 在 天 然 环 境 下 的 细菌 的 DNA 
序列 分 析 ， 如 生活 在 土壤 、 海 水 甚至 人 类 口腔 中 的 细菌 ， 使 我 们 认识 到 大 多 数 的 细菌 无 法 通 
过 实验 室 技术 进行 培养 。 据 估计 ， 至 少 有 99% 的 原核 生物 未 被 定性 。 
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图 1-19 光 养 细菌 Anabaena cylindrical 光学 显微镜 下 的 照片 
该 物种 细胞 形成 一 个 长 的 多 细胞 丝 。 大 部 分 的 细胞 (标志 V) 进行 光合 作用 ， 其 他 的 一 些 有 着 特 
殊 的 固氮 作用 (标志 H) 或 形成 防御 性 的 孢子 标志 S) (经 Dave G. Adams 许可 ) 


生命 树 有 三 个 基本 分 支 : WH. TA 
和 真 核 生物 


传统 上 ,根据 其 外 在 表 型 对 生物 进行 分 类 ， 我 们 
可 以 看 到 ， 鱼 类 和 我 们 一 样 有 眼睛 、 颌 骨 、 骨 骼 、 脑 
SEAS TT, (LSE MCL ADA; 蔷薇 外 表 和 果树 相似 ， 但 
和 小 草 相差 甚 远 。 我 们 可 以 很 容易 地 把 这 种 相近 家 族 
的 相似 性 解释 为 它们 来 源 于 一 个 共同 的 祖先 ， 并 且 可 
以 从 化 石 中 找 出 其 祖先 遗留 的 痕迹 。 依 照 这 种 方式 ， 
我 们 可 以 绘制 出 一 个 生物 的 家 族 树 ， 可 以 清楚 地 表明 
各 个 遗传 分 支 以 及 一 种 物种 演化 过 程 中 区 分 于 同一 祖 
先 其 他 物种 的 分 支点 。 
然而 ， 当 物种 之 间 差 异 太 大 时 ， 这 种 方法 就 无 法 
用 了 。 我 们 怎么 来 确定 一 种 真菌 是 否 是 一 种 植 
物 或 者 动物 的 近亲 呢 ? 对 于 原核 生物 来 说 ， 这 种 方法 
manaa 生活 在 垩 不 统 中 ， 即 全 中 在 时 哺 ” 也 存在 巨大 缺陷 :两 种 微生物 有 可 能 都 是 杆 状 的 或 球 
中 认可 以 从 氧化 Hos deuce ox seize, 形 的 。 因 此 微生物 学 家 们 寻找 出 了 一 种 根据 微生物 生 
注意 细胞 中 硫磺 的 黄色 沉积 经 Ralph W. Wolfe ”化 性 质 和 营 求 进行 分 类 的 方法 。 但 这 种 方法 也 有 
许可 ) 自身 的 缺点 。 由 于 微生物 有 各 种 各 样 的 生化 特征 ， 所 
以 很 难 确定 哪 种 区 别 真正 反应 它们 在 进化 史上 的 不 同 。 
基因 组 分 析 改 变 了 这 种 困境 ， 为 我 们 分 析 物 种 的 进化 关系 提供 了 一 种 简单 的 、 更 为 直接 
也 更 有 力 的 途径 。 物 种 的 全 长 DNA 序列 可 以 为 此 物种 的 各 个 细节 提供 几乎 完美 的 精确 信息 。 
并 且 这 种 信息 我 们 曾经 讨论 过 ， 是 以 数字 的 形式 ， 即 一 串 字符 表现 的 ， 可 以 直接 输入 计算 机 
与 其 他 物种 的 遗传 进行 比较 。DNA 可 以 发 生 随机 突变 ， 并 在 长 期 的 进化 过 程 中 积累 
(我 们 即将 了 解 到 ) ， 两 物种 间 DNA 序列 的 不 同 可 以 让 我 们 直接 、 客 观 而 定量 地 了 解 它们 之 
间 的 进化 距离 。 
人 们 利用 这 种 方法 发 现 ， 传 统 模式 所 划分 一 部 分 “细菌 ”在 它们 的 进化 点 上 和 任何 的 真 
核 生物 以 及 原核 生物 都 有 着 极 大 的 分 上 法。 表明 原核 生物 由 两 种 不 同 群体 组 成 ， 它 们 在 地 球 早 
期 真 核 生物 产生 前 就 已 产生 分 化 形成 两 种 不 同 的 群体 。 这 两 种 原核 生物 分 别 叫做 细菌 (或 真 
细菌 ) AAA (或 原 细菌 )。 所 以 世界 上 的 生物 可 以 分 为 三 种 真 细菌 、 古 细菌 和 真 核 生物 
(图 1-21)。 
+18 + 


6hm 发 挥 


图 1-20 石 养 性 细菌 


图 1-21 生物 界 中 的 三 个 主要 分 支 
注意 ,传统 上 的 细菌 指 的 是 广义 上 的 原核 生物 ， 但 最 近 细 菌 被 重新 定义 特 指 真 细菌 。 这 也 许 有 点 模糊 ， 细 菌 狭 义 上 特 
指 真 细菌 。 通 过 比较 不 同 物种 的 核糖 体 RNA 亚 基 的 核酸 序列 而 构建 了 此 树 。 每 个 谱系 中 线 的 长 度 代表 了 此 分 子 进化 改 
变 的 数目 〈 图 1-22) 


古 细菌 是 在 人 类 不 愿 到 达 的 环境 中 被 首先 发 现 的 ， 如 沼泽 、 污 水 田 、 深 海 、 高 盐水 域 以 
及 热 酸 泉 ， 现 在 我 们 知道 它们 也 可 存在 于 在 非 极端 的 常见 环境 中 ， 从 土壤 、 湖 泊 到 家 畜 的 胃 
中 都 有 它们 的 存在 。 在 外 表 上 ， 它 们 不 易 和 常见 的 真 细菌 相 区 别 。 在 分 子 水 平 上 ， 古 细菌 对 
遗传 信息 的 处 理 机 制 ( 复 制 、 转 录 以 及 翻译 ) 和 真 核 生物 相对 比较 接近 ， 而 在 代谢 和 能 量 转 
换 装置 上 则 和 真 细菌 更 接近 。 我 们 将 在 下 面 的 章节 里 解释 这 些 现象 。 


一 些 基 因 演 化 迅速 ， 另 一 些 则 十 分 保守 


在 遗传 信息 的 储存 以 及 复制 上 ， 会 发 生 一 些 随 机 的 事件 甚至 错误 导致 核酸 序列 的 改变 ， 
即 产生 突变 。 因 此 在 细胞 分 裂 时 ， 两 个 子 细胞 之 间 以 及 子 细胞 和 亲 代 细胞 之 间 都 不 是 完全 一 
样 的。 这 种 错误 在 极 少数 情况 下 会 引起 有 利 变 异 ， 而 在 大 多 数 情况 下 是 没有 任何 意义 的 ， 在 
另外 一 些 情况 下 还 会 引起 严重 的 损害 。 例 如 ， 可 能 会 打 断 一 个 重要 蛋白质 的 编码 序列 。 由 于 
第 一 种 情况 改变 后 的 细胞 相对 而 言 更 可 能 复制 自身 ， 所 以 这 种 错误 的 改变 可 以 永存 下 来 。 第 
二 种 情况 的 错误 改变 (有 选择 的 中 性 改变 ) 有 可 能 会 保存 下 来 ， 在 竞争 有 限 资 源 的 情况 下 ， 
是 突变 细胞 还 是 正常 细胞 胜出 只 是 一 个 概率 事件 。 而 引起 严重 损伤 的 突变 则 会 一 事 无 成 ， 突 
变 细胞 会 在 没有 子 代 的 情况 下 死亡 。 通 过 这 种 无 休止 的 突变 与 自然 选择 的 错误 和 尝试 循环 ， 
生物 得 以 进化 。 遗 传 特征 的 改变 ， 赋予 它 们 新 的 能 力 ， 可 以 更 有 效 地 利用 环境 资源 ， 在 与 其 
他 个 体 竞争 中 获胜 ， 并 可 以 成 功 地 复制 自己 。 

显然 ， 在 进化 过 程 中 ， 基 因 组 的 一 部 分 会 比 其 他 部 分 更 容易 发 生 改 变 。 一 部 分 不 编码 蛋 
白质 的 以 及 没有 特殊 调控 功能 的 DNA 序列 的 突变 是 随机 的 。 相 反 ， 编 码 必要 蛋白 质 和 RNA. 
分 子 的 基因 就 不 是 那么 容易 改变 了 ， 当 突变 发 生 时 ， 细 胞 通常 会 被 消灭 掉 。 后 一 种 情况 的 基 
因 因此 而 非常 保守 。 经 过 35 亿 年 或 者 更 长 时 间 的 进化 ， 基 因 组 中 的 大 部 分 都 已 经 不 是 其 本 来 
的 面目 了 ， 但 是 大 多 数 高 度 保守 的 基因 在 所 有 的 物种 中 都 是 相似 的 。 

如 果 我 们 要 寻找 生物 树 中 距离 比较 远 的 两 个 物种 间 的 关系 ,那么 后 一 种 情况 的 基因 就 是 
我 们 必须 要 检查 的 。 通 过 分 析 一 种 有 1500 个 碱 基 组 成 的 核糖 体 RNA 亚 基 一 一 16S RNA, 我 
们 可 以 把 现 有 的 生物 世界 分 成 三 大 类 : 真 细 菌 、 古 细菌 以 及 真 核 生 物 。 由 于 翻译 的 过 程 对 于 
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生物 体 来 说 是 最 基本 的 ， 核 糖 体 的 组 成 自从 生命 产生 以 来 就 是 极度 保守 的 〈 图 1-22). 
crcaccc 人 类 


OTTCCOGOGOGAGTATCGTTOCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACOGAAGOGCACCACCAGGAGTOGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACOGGAAAC! 

TT TT TIT TMT NI 
OGA ANGACTGANRNGTT COLGScGGNSCACTACAACOCOTGGNGCCTOGCGGTTT STCTTACCA Methanococcus 

DDRII 


[IDEA 
ACAAGCOGTOGNGCAT ACCT E. coli 
OTT URE MEM TUT TT 

-COGSUGGAGTATOGTTOCARAGCTGAAACTTAARGGAAS =“ ACCAGGNGTGGNGCCTOCGGCTTAATTTGACTCAACACOGGAAACCTCAC 


cc 人 类 


corres 


图 1-22 从 生命 开始 遗传 信息 就 是 保守 的 
核 精 体 两 种 主要 RNA 成 分 中 较 小 的 一 个 的 部 分 基因 如 图 所 示 。 平 行 排列 了 来 自古 细菌 、 真 细菌 和 真 核 生物 中 的 相应 片 
段 ， 人 类 的 序列 下 面 也 排列 了 一 次 方便 于 三 种 物种 两 两 对 比 。E. coli 序列 中 间 的 点 表示 一 个 碱 基 在 进化 过 程 中 要 么 在 真 
细菌 系 中 丢失 了 ， 要么 插入 了 其 他 两 大 分 支 中 。 注 意 来 自 于 3 个 物种 的 序列 代表 了 生命 界 中 的 三 大 分 支 ， 严 格 来 说 两 两 
都 不 相同 ， 但 却 保留 了 明显 的 相似 性 


大 多 数 细菌 和 真 细菌 含有 1000 一 4000 个 基因 


自然 选择 力 使 原核 细胞 可 以 迅速 地 复制 自身 ， 它 们 从 环境 中 吸取 原材料 高 效 地 进行 复制 ， 
对 于 其 复制 的 最 大 限制 就 是 食物 的 供给 。 小 尺寸 暗示 其 面积 与 体积 比 巨大 ， 因 此 可 以 最 大 限 
度 地 摄 和 营养 物质 ， 提 高 细胞 的 复制 速率 。 

人 们 推测 ， 正 是 由 于 上 述 原 因 ， 大 多 数 原核 细胞 几乎 没有 携带 多 余 的 基因 ;它们 的 基因 
组 小 而 紧凑 ， 基 因 拥 挤 在 一 起 并 且 只 有 少量 的 DNA 调控 序列 。 基 因 组 的 小 规格 使 得 人 们 更 
易于 得 到 它们 的 DNA 全 序列 。 人 们 现在 已 经 掌握 了 多 种 真 细菌 、 古 细菌 以 及 几 种 真 核 生 物 
的 全 基因 组 。 根 据 表 1-1 所 示 ， 大 多 数 真 细 菌 和 古 细菌 基因 组 中 都 有 10° ~ 10" 个 碱 基 对 ， 编 
码 1000~4000 个 基因 。 


表 1-1 一 些 基因 组 已 全 部 测序 的 物种 


基因 组 大 小 (每 单 
种 类 HAWE 生活 环境 1000 SN 
HIMD 

真 细菌 

Mycoplusma genitalium 已 知 细胞 中 最 小 的 基因 组 人 类 生殖 道 580 468 
Synechocystis sp. 光合 , 造 氧 ( 氛 基 细菌 ) 湖 或 溪 中 3573 3168 
Escherichia coli 实验 室 的 最 爱 人 类 消化 道 4639 4289 
Helicobacter pylori 导致 胃 溃 疡 易 致 胃癌 人 类 胃 中 1667 1590 
Bacillus subtilis 细菌 土壤 4214 4099 
Aqui fex aeolicus 无 机 营养 的 ,生活 在 高 温 下 火山 口 1551 1544 
Mycobacterium tuberculosis 导致 结核 人 体 组 织 4447 4402 
Treponema pallidum 螺旋 菌 .导致 梅毒 人 体 组 织 1138 1041 
iiai oud 和 线粒体 最 为 相近 的 细菌 ,导致 斑 BAA 1i RA 

GR 《 胞 内 寄生 虫 ) 

Thermotoga maritima 有 机 营养 的 ,生活 在 高 温 下 火山 口 1860 1877 
古 细菌 

Methanococcus jannaschii 无 机 营养 . 厌 氧 、 产 甲烷 火山 口 1664 1750 
Archaeoglobus fulgidus 无 机 或 有 机 营养 . 厌 氧 , 产 硫酸 盐 火山 口 2178 2493 
Aeropyrum pernix 好 氧 、 有 机 营养 .热气 口 沿海 火山 669 2620 
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基因 组 大 小 (每 间 
种 类 种 类 特征 生活 环境 。 售 体 基因 组 1000 AATA 
BMD 

真 核 生物 
Gee on as, 最 小 的 真 核 模式 生物 SH 12,069 一 6300 
Arabidopsis thaliana (wall cres) 植物 模式 生物 土壤 和 空气 一 142,000 一 26,000 
ee 可 预测 发 育 的 非常 好 的 简单 动物 土壤 一 97,000 ~19,000 
Drosophila melanogaster 对 于 动物 发 育 遗 传 学 非常 重要 腐烂 水 果 ~137,000 ~14,000 
Homo sapiens (human) 最 集中 研究 的 哺乳 动物 房子 ~3,200,000 ~30,000 


全 DNA 序列 揭示 了 一 个 物种 中 所 含有 的 以 及 它 所 没有 的 基因 。 比 较 这 三 大 类 生物 
可 以 发 现 ， 哪 些 基因 对 它们 来 说 是 共同 的 ， 由 祖先 传 到 当今 世界 所 有 的 生物 体 中 ， 而 哪些 基 
因 是 专属 于 生命 树 的 某 一 支 。 要 解释 这 些 ， 我 们 首先 需要 更 深入 地 了 解 基因 的 起 源 以 及 基因 
组 的 进化 。 


新 基因 产生 于 先前 存在 的 基因 


进化 的 原材料 是 已 经 存在 的 DNA 序列 ， 自 然 界 不 能 产生 大 段 的 随机 新 序列 。 在 这 一 意 
义 上 ， 没 有 一 个 基因 是 完全 意义 上 的 新 基因 。 新 的 改变 可 能 以 下 面 几 种 方式 产生 〈 图 1-23) 

基因 内 突变 ， 现 有 的 基因 通过 内 部 DNA 序列 的 突变 而 发 生 改 变 。 

基因 重复 : 现 有 的 基因 可 以 通过 复制 在 同一 个 细胞 内 产生 一 对 关系 相近 的 基因 。 

片段 转移 ， 两 个 或 者 更 多 的 基因 间 可 以 打 断 并 且 重 连 ， 形 成 一 个 含有 原本 属于 不 同 基因 
片段 的 杂 合 基因 。 

水 平 〈 细 胞 间 ) 转移 ， 一 部 分 DNA 可 以 从 一 种 细胞 的 基因 组 转移 至 另外 一 种 的 基因 组 
中 ， 甚 至 是 不 同 种 类 的 细胞 。 这 种 过 程 和 遗传 信息 由 父 代 转 移 至 子 代 的 垂直 转移 是 相对 的 。 

这 些 类 型 的 改变 都 可 以 在 物种 DNA 序列 上 留 下 特征 性 的 痕迹 ， 现 已 有 明显 的 证 据 表明 
这 4 种 方式 都 会 发 生 。 我 们 首先 集中 在 其 造成 的 结果 上 ， 下 面 的 章节 中 我 们 会 探讨 其 发 生 的 
机 制 。 


基因 复制 引起 单个 细胞 内 相关 基因 家 族 的 出 现 


细胞 在 分 裂 为 2 个 子 细胞 时 必须 复制 其 全 部 基因 组 . 但 是 有 时 会 发 生意 外 使 得 仅 有 一 部 
分 基因 组 被 复制 ， 这 样 单个 细胞 内 就 会 保留 有 原始 的 和 复制 的 片段 。 当 这 种 情况 发 生 时 ， 一 
个 细胞 中 的 2 个 相同 基因 之 一 就 可 以 自由 突变 为 执行 不 同 功能 的 基因 。 这 种 复制 和 分 化 的 过 
程 延续 了 上 百 万 年 ， 使 得 基因 组 中 的 单个 基因 产生 了 一 个 基因 家 族 。 分 析 原 核 生物 的 基因 组 
可 以 发 现 许多 这 种 基因 家 族 。 例如， 在 枯草 芽孢 杆菌 中 47% 的 基因 有 着 一 个 或 多 个 明显 的 亲 
缘 基 因 (图 1-24)。 
当 基 因 以 上 述 方式 发 生 复制 和 分 化 时 ， 一 个 物种 的 个 体内 就 会 存在 多 个 来 源 于 同一 个 原 
始 基因 的 变异 基因 。 这 个 进化 过 程 不 同 于 生物 物种 在 生命 树 分 支点 分 成 两 个 不 同 后 代 的 遗传 
差异 ， 如 后 代 的 人 系 与 后 代 的 黑猩猩 分 离 。 在 上 述 情况 下 ， 基 因 渐 渐 地 在 进化 过 程 中 产生 差 
异 , 但 它们 有 可 能 在 两 个 相近 的 物种 中 继续 维持 相应 的 功能 。 基 因 以 这 种 方式 联系 ， 即 两 个 
oA 。 


突变 
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有 新 基因 的 有 机 体 B 
图 1-23 4 种 遗传 改变 的 模式 和 它们 对 于 机 体 DNA 序列 的 影响 


764 个 基因 在 含 4 一 19 
个 家 族 成 员 的 家 庭 中 


2126 个 基因 没 
有 家 族 关 系 

273 个 基因 在 含 3 个 
家 族 成 员 的 家 庭 中 


568 个 基因 在 含 2 个 
家 族 成 员 的 家 庭 中 


图 1-24 在 枯草 芽孢 杆菌 基因 组 中 进化 相关 的 基因 家 族 
其 中 最 大 的 家 族 含有 77 个 基因 ， 编 码 ABC 运载 体 的 多 个 蛋白 质 一 ABC 运载 体 是 一 类 存在 于 三 物种 中 
的 膜 转运 蛋白 质 (GRÉ F. Kunst et al. , Nature 390; 249~256, 1997. © Macmillan Magazines Ltd. ) 
来 源 于 同一 个 基因 的 分 化 基因 最 终 可 以 确定 两 个 物种 有 一 个 共同 祖先 ， 这 称 为 直系 同 源 。 在 
单个 基因 组 由 于 基因 复制 所 导致 的 相关 基因 ， 有 可 能 在 功能 上 产生 分 化 ， 这 称 为 旁 系 同 源 。 
以 上 述 两 种 方式 中 的 任何 一 种 相互 关联 的 基因 都 称 之 为 同 源 基 因 ， 它 是 一 个 包含 两 种 关系 的 
。22 < 


通用 术语 (图 1-25). 


(A) 祖先 物种 (B) 祖先 物种 (©) 前 棚 先 物种 


JEG 


物种 形成 得 到 
机 


物种 A 物种 B 


基因 Gu 


基因 G， 


所 有 基因 为 同 源 基因 
基因 G, 和 Gx 为 平行 基因 
基因 Gu, 和 G,, 为 同 源 基 因 


图 1-25 平行 基因 和 同 源 基因 : 有 着 不 同 进化 途径 的 两 种 基因 同 源 性 
CA) 和 (B) 最 基本 的 可 能 性 。(C) 可 能 发 生 的 复杂 机 制 


基因 之 间 的 家 族谱 系 关系 可 变 得 非常 复杂 (图 1-26)。 例 如 ， 一 个 拥有 旁 系 同 源 家 族 的 生 
物体 〈 如 血红 蛋白 基因 a. B y ò e GHO 进化 成 两 个 独立 的 物种 〈 如 人 和 黑 狸 猩 ) ， 每 
个 物种 都 拥有 一 套 完整 的 旁 系 同 源 组 。 所 有 的 14 个 基因 是 同 源 物 ， 人 的 血红 蛋白 a 和 猩猩 的 
血红 蛋白 a 是 直系 同 源 ， 而 人 或 猩猩 的 血红 蛋白 B 是 旁 系 同 源 等 。 并 且 ， 痛 椎 动物 的 血红 和 蛋 
白 (血液 中 的 氧 结 合 蛋 白 ) 与 脊椎 动物 的 肌 红 蛋白 〈 肌 肉 中 的 氧 结合 蛋白 ) 同 源 ， 以 及 与 冰 
椎 动物 和 植物 中 编码 氧 结合 蛋白 的 更 远 的 基因 同 源 。 一 般 很 容易 从 根据 DNA 序列 识别 两 个 
不 同 物种 基因 同 源 ; 在 没有 其 他 信息 的 情况 下 ， 更 难 决定 它们 是 否 是 直系 同 源 。 


基因 可 以 在 两 个 物种 之 间 相 互 转 移 ， 这 种 现象 在 实验 室 和 自然 界 都 可 
以 发 生 

有 证 据 表 明 原 核 生 物 中 的 基因 可 以 在 两 种 物种 中 转移 。 最 明显 的 是 细菌 病毒 ， 又 叫做 噬 
菌 体 的 DNA 序列 (图 1-27)。 这 种 遗传 材料 的 小 包 庄 体 进化 成 可 以 利用 宿主 细胞 内 的 复制 和 
生化 合成 途径 的 寄生 虫 。 它 们 在 一 种 细胞 内 复制 ， 又 以 一 种 防护 的 包装 物 形式 从 细胞 中 释放 ， 
然后 去 浸染 另 一 个 同类 或 非 同类 细胞 。 它 们 在 细胞 内 能 以 一 种 独立 的 DNA 片段 存在 ， 叫 做 
质粒 ， 也 可 以 插入 到 宿主 基因 组 中 。 在 此 过 程 中 ， 病 毒 有 时 可 以 携带 一 部 分 宿主 DNA 并 将 
其 运送 至 另外 一 种 细胞 的 基因 组 中 。 这 种 遗传 物质 的 传递 在 原核 生物 中 经 常 发 生 ， 在 同 种 真 
核 细胞 中 也 时 常 存在 。 

水 平 转移 在 不 同 物种 的 真 核 细胞 中 并 不 常见 ， 并 且 这 种 转移 好 像 在 真 核 生物 的 进化 中 没 
有 起 到 明显 作用 。 相 反 ， 不 同 种 类 的 真 核 生物 中 垂直 基因 传递 却 经 常 发 生 。 许 多 真 核 生物 拥 
有 不 平常 的 能 力 ， 可 以 从 周身 环境 中 吸取 并 非 病毒 DNA 的 分 子 ， 因 而 捕获 了 许多 外 源 分 子 
所 携带 的 遗传 信息 。 这 使 得 野生 细菌 易于 从 相关 的 临近 细胞 中 获取 基因 。 例 如 ， 抵 御 抗生素 
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图 1-26 同 源 基因 的 复杂 家 族 
此 图 显示 了 人 、 鸡 、 繁 鱼 和 果 蝇 中 血红 素 〈Hb)， 肌 红 蛋 白质 以 及 珠 蛋 白 的 谱系 关系 。 谱 线 的 
长 度 代表 了 氨基酸 序列 分 歧 的 数量 


100 nm 


图 1-27 DNA 通过 病毒 从 一 个 细胞 转移 到 另 一 个 细胞 
CA) 一 种 细菌 病毒 颗粒 ，T4 噬菌体 的 电镜 照片 。 病 毒 的 头 部 含有 病毒 DNA， 尾 部 带 有 将 DNA 注射 到 宿主 细胞 的 装置 ， 
(B) T4 只 菌 体 附着 细菌 表面 的 横 切 面 。 细 苗 体 内 巨大 的 黑色 物 是 正在 装配 的 新 T4 病毒 颗粒 的 头 部 。 当 它们 成 熟 后 ， 细 


区 就 会 破裂 从 而 释放 出 病毒 CCA) WÉ James Paulson; (B) W Jonathan King and Erika Hartwig from G. Karp, Cell 
and Molecular Biology, 2nd edn. New York: John Wiley & Sons, 1999. © John Wiley. ] 


或 者 防止 毒性 物质 产生 的 基因 可 以 由 一 个 物种 转移 至 另 一 物种 ， 从 而 赋予 受 体 菌 一 种 选择 优 
势 。 人 们 发 现 ， 细 菌 可 以 在 其 生态 系统 中 以 这 种 方式 产生 新 的 甚至 是 危险 的 菌株 ， 它 们 存在 
于 医院 中 还 有 人 体 中 适当 的 部 位 。 例 如 ， 这 种 基因 水 平 转移 的 方式 产生 过 一 种 青霉素 抗 性 的 
奈 瑟 淋病 菌 ， 这 种 病菌 在 过 去 的 40 年 中 造成 了 淋病 的 广泛 草 延 。 如 果 扩 大 时 间 范 围 来 看 ， 这 
种 基因 水 平 转移 的 方式 更 是 影响 重大 ， 据 估计 ， 在 过 去 的 1 亿 年 中 ，E. coli 基因 组 中 18% 的 


。 24 。 


基因 是 从 其 他 物种 中 获得 的 。 


物种 中 基因 信息 的 水 平 交换 是 由 性 引起 的 


目前 ， 遗 传 信息 的 水 平 交换 在 细菌 进化 中 起 重要 作用 ， 这 种 交换 有 可 能 在 生命 出 现 初期 
发 生得 更 为 频繁 和 混乱 。 实 际 上 ， 人 们 推测 ， 现 今 真 ren 
细菌 、 原 细菌 以 及 真 核 生物 的 基因 组 并 不 是 由 单个 类 杂乱 地 交换 基因 
型 的 祖先 基因 组 中 分 化 而 来 的 ， 而 是 由 不 同 细胞 中 的 
三 种 相互 独立 的 基因 原始 集合 频繁 交流 所 产生 的 图 
1-28) 。 这 就 可 以 解释 那个 令 人 难 解 的 现象 ， 即 真 核 生 
物 在 遗传 信息 处 理 的 基本 方式 上 (如 DNA 复制 、 转 
录 和 翻译 中 ) 和 古 细菌 更 相似 ， 而 在 新 陈 代谢 的 步 又 
上 和 真 细菌 更 相似 。 
基因 在 细菌 中 可 以 水 平 转移 好 像 是 一 个 令 人 惊奇 
的 步骤 但 它们 有 一 个 跟 我 们 人 类 类 似 的 现象 ， 性 。 
有 性 生殖 会 引起 遗传 信息 在 两 个 初始 的 细胞 系 间 进行 
大 规模 的 平移 一 一 这 两 个 初始 的 细胞 系 即 父 细胞 系 和 
母 细胞 系 。 当 然 ， 性 的 一 个 主要 特征 是 遗传 交换 通常 
发 生 在 一 类 物种 的 两 个 个 体 间 。 但 不 论 是 同 物种 或 是 
不 同 物种 ， 水 平 基因 转移 会 留 下 一 个 典型 的 特征 ， 产 现代 细 询 ， 交 换 基因 相对 稻 少 
生 的 个 体 在 其 一 部 分 基因 上 和 双亲 间 的 一 个 接近 ， 而 
另 一 部 分 和 双亲 间 的 另 一 个 接近 。 如 果 外 星 智慧 生物 。 图 L28 早期 进化 中 的 水 平 基因 转移 
能 够 比较 人 类 个 体 的 基因 组 ， 即 使 他 们 不 知道 人 类 的 pach brace a 
行为 ， 也 会 推论 出 人 类 是 进行 有 性 生殖 的 。 
有 性 生殖 是 一 个 广泛 的 《虽然 不 是 普遍 的 》 T EAA 
尤其 是 在 真 核 生 物 中 。 细 菌 甚至 时 时 放纵 于 和 自身 物 同 的 但 是 有 重 准 亚 群 的 基因 
种 的 其 他 个 体 进行 有 性 交换 DNA 中 。 自 然 选择 显然 
赋予 了 物种 这 种 行为 的 能 力 ， 尽 管 进化 理论 学 家 仍 在 争论 性 的 选择 优势 是 什么 。 


基因 的 功能 常 能 根据 其 序列 而 推测 


基因 的 家 族 关系 不 仅 对 于 其 历史 研究 有 着 重要 意义 ,而 且 大 大 简化 了 解密 基因 功能 的 工 
作 。 一 种 新 的 基因 序列 一 旦 被 确定 ， 就 有 可 能 只 通过 在 计算 机 上 闹 打 几 个 简单 的 字母 ， 在 含 
有 已 知 基因 序列 的 数据 库 中 检索 和 其 相关 的 基因 。 许 多 情况 下 ， 一 种 或 者 多 种 这 种 同 源 基因 
的 功能 已 经 被 试验 证 明了 ， 接 下 来 由 于 基因 序列 决定 其 功能 ， 人 们 可 以 预测 新 基因 的 功能 ， 
有 可 能 是 和 已 知 的 同 源 基因 功能 相同 。 
按照 这 种 方式 ， 我 们 可 以 通过 分 析 某 种 生物 基因 组 的 DNA 序列 ， 并 且 利用 已 经 深入 了 
解 的 其 他 物种 的 基因 功能 信息 ， 来 预测 其 大 量 的 生物 学 特征 。 结 核 分 枝 杆菌 一 一 一 种 引起 结 
核 病 的 细菌 ， 在 实验 室 中 极 难 通 过 实验 体系 进行 研究 ， 但 为 强 有 力 的 比较 基因 组 学 提供 了 一 
个 例子 。DNA 测序 显示 其 基因 组 大 小 为 4 411 529 个 碱 基 对 ,包含 大 约 4000 个 基因 。 在 这 些 
HAP, ANER E 1998 年 全 基因 序列 测 出 时 ) 有 40% 的 基因 和 其 他 物种 的 已 知 基因 同 
源 ， 因 而 可 以 在 此 基础 上 推测 其 功能 。 另 外 有 44% 的 基因 在 信息 学 上 和 其 他 基因 相似 。 例 
如 ， 和 某 个 较 长 的 蛋白 质 序列 有 一 个 保守 的 蛋白 质 结构 域 。4000 个 基因 中 只 有 16% 是 人 们 所 
-25a 


H 


不 熟悉 的 。 另 外 枯草 芽孢 杆菌 (图 1-24) 序列 显示 有 将 近 一 半 的 基因 和 结核 分 枝 杆菌 非常 相 
似 ， 表 示 它 们 一 定 都 起 源 于 相关 基因 的 复制 。 和 其 他 细菌 相 比 ， 结 核 分 枝 杆菌 中 存在 大 量 编码 
脂肪 分 子 合成 和 降解 过 程 中 的 酶 类 的 基因 。 这 些 结果 表明 ， 此 种 菌 的 不 平常 外 壳 有 可 能 富 含 这 
些 底 物 ， 外 壳 以 及 产生 它 的 酶 类 可 以 用 来 解释 结核 分 枝 杆菌 是 怎样 逃避 结核 病 患者 免疫 系统 的 。 


生命 树 上 三 个 基本 分 支 间 有 200 多 个 基因 家 族 相同 


给 定 三 种 类 型 生物 〈 原 细菌 、 古 细菌 以 及 真 核 生物 ) 各 自 的 代表 生物 的 全 基因 组 序列 ， 
人 们 可 以 系统 地 寻找 可 以 跨越 这 种 巨大 进化 分 支 的 同 源 基因 。 按 照 这 种 方式 我 们 可 以 观察 所 
有 物种 一 般 的 遗传 方式 。 但 这 种 方式 中 也 存在 巨大 的 困难 。 例 如 ， 某 个 物种 可 能 丢失 了 祖先 
的 一 部 分 基因 ， 而 它 所 含有 的 另外 一 些 基因 可 能 是 由 于 水 平 转移 而 获得 的 ， 并 不 是 祖先 遗传 
下 来 的 。 最 近 的 基因 组 比 对 显示 ， 至 少 在 原核 世界 中 ， 种 系 特异 性 基因 丢失 和 水 平 基因 转移 
都 是 进化 的 两 个 重要 因子 ， 甚 至 存在 于 两 个 进化 上 相距 较 远 的 物种 中 。 最 后 ， 经 过 20 亿 一 30 
亿 年 的 进化 过 程 ， 最 初 的 基因 构成 发 生 了 变化 ， 以 至 用 我 们 目前 的 方法 无 法 进行 识别 。 

由 于 进化 过 程 中 的 这 些 奇 特 行为 ， 目 前 好 像 只 能 辨认 一 小 部 分 原始 基因 。 因 而 在 比较 18 
种 真 细菌 、6 种 古 细菌 和 1 种 真 核 生物 〈 酵 母 ) 的 2264 个 编码 基因 后 ， 仅 有 76 种 是 真正 相同 的 
( 即 在 所 有 分 析 物 种 中 都 存在 )。 这 些 相同 家 族 中 的 大 部 分 是 转录 、 翻 译 系 统 的 组 分 ， 这些 并 不 
像 是 祖先 基因 的 现实 世界 替代 物 。 一 种 稍 好 的 方法 〈 虽 然 依旧 粗略 ) 是 从 三 大 类 物种 中 的 多 种 
生物 中 计算 其 共有 的 基因 家 族 。 大 部 分 的 基因 家 族 都 有 了 相应 的 功能 (至 少 是 大 致 的 生化 功能 ， 
但 大 多 都 是 预测 的 )， 其 中 大 部 分 的 用 于 转录 、 核 糖 体 产生 、 氨 基 酸 新 陈 代谢 以 及 运输 等 步 又 
( 表 1-2)。 这 一 部 分 高 度 保守 的 基因 家 族 仅仅 反映 了 所 有 模式 生物 共同 遗传 性 的 大 体 框架 ， 而 构 
建 出 共同 祖先 的 原始 基因 图 需要 进一步 的 基因 组 测序 以 及 更 为 细致 的 分 析 手段 。 


表 1-2 目前 生物 界 三 大 物种 相同 基因 家 族 的 数量 及 功能 分 类 


基因 家 族 功能 “普通 "家 族 的 数 攻 
翻译 , 核 精 体 结构 和 生物 发 生 él 

Fer 5 

复制 ,修复 ,重组 13 

细胞 分 将 及 染色 体 分 区 1 
分 子 伴 介 9 

外 膜 , 细 胞 克 生 物 发 生 3 

分 小 4 

无 机 铁 转运 9 

信号 转 导 1 

能 量 产生 和 转换 _ 18 

碳水 化 合 物 代谢 及 转运 加 

氨基 酸 代谢 及 转运 40 

核酸 代谢 及 转运 15 

‘anno in 23 

脂 类 代谢 g 8 

预计 的 广义 生物 化 学 功能 :未 知 的 特殊 生物 学 功能 33 

未 知 功能 1 


注 :为 完全 分 析 , 把 在 至 少 两 种 不 同 古 细菌 (Archaeoglobus fulgidus W Aeropyrum perniz) 两 种 进化 上 远离 的 细菌 (Esche- 
richia coli 和 Bacillus) 以 及 一 种 直 核 生物 (酵母 ,Saccharomayees cerevisiae ) 都 具 代 表 性 的 基因 家 族 定 义 为 “普遍 "(数据 来 
H R. L- Tatusov,E. V. Koonin, and D. J. Lipman, Science 278; 631-637, 1997:R. L Tatusov, M. Y. Galperin, D. A. Natale, 
and E. V. Koonin, Nucleic Acids Res. 28:33-36 ,2000;and E. V. Koonin, personal communication. ) 
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突变 揭示 基因 的 功能 


仅仅 专注 于 基因 组 序列 而 设 有 更 多 信息 的 情况 下 ， 我 们 并 不 能 揭示 基因 的 功能 。 例 如 ， 
我 们 可 以 看 出 基因 B 和 基因 A 相似 ， 然 而 我 们 首先 要 如 何 才能 知道 基因 A 的 功能 呢 ? 即使 我 
们 了 解 了 基因 A 的 功能 ， 我 们 又 如 何 确定 B 的 功能 是 否 跟 其 序列 显示 的 那样 和 A 相似 呢 ? 我 
们 又 怎样 才能 把 遗传 世界 和 现实 生物 世界 联系 起 来 呢 ? 

基因 功能 的 分 析 极 大 地 依赖 于 两 种 互补 的 方法 : 
遗传 学 和 生物 化 学 。 遗传 学 主要 是 以 研究 突变 体 为 
主 ， 我 们 可 以 找 出 或 者 制造 基因 改变 的 生物 体 ， 并 
且 研 究 基因 的 改变 对 生物 体 结构 以 及 功能 的 影响 
(图 1-29)。 生 物化 学 方法 主要 研究 分 子 的 功能 ， 我 
们 从 机 体 中 提取 出 感 兴趣 分 子 ， 来 研究 其 化 学 功能 。 
通过 生物 化 学 和 遗传 学 方法 相 联系 ， 我 们 可 以 观察 
一 种 突变 种 体内 的 化 学 变化 ， 并 可 能 找 出 依赖 于 特 
定 基因 的 分 子 。 同 时 ， 研 究 突变 体 的 功能 可 以 让 我 ”图 1-29 突变 的 表 型 反应 了 基因 的 功能 
们 从 总 体 E 了 解 这 些 分 子 在 机 体 中 的 作用 。 因此 ， 正常 酵母 细胞 和 突变 了 一 个 基因 的 突变 细胞 的 
中 传 学 和 生物 化 学 方法 的 相 联合 为 人 们 研究 生物 体 E RMI IE Ce) ERT TE 


( 右 )。 所 以 突变 的 基因 具有 控制 细胞 形态 的 功 
ee aie Tt : 
基因 、 分 子 、 结 构 以 及 功能 间 的 联系 提供 了 重要 ee a eee came 


Sum 


途径 。 物 行使 了 此 项 功能 呢 ? 这 是 一 个 比较 难 的 问题 ， 
近年 来 ，DNA 序列 信息 和 分 子 生物 学 的 有 力 工 需要 生化 学 家 来 解答 (经 Kenneth Sawin 和 Paul 
具 发 展 迅速 ， 通 过 序列 比 对 ， 人 们 常常 在 一 个 基因 Nurse 许可 ) 


内 发 现 进化 过 程 中 保守 的 结构 域 。 这 些 § 构 域 可 能 是 决定 其 功能 的 重要 部 分 ,我们 可 以 

室内 对 某 个 基因 的 特殊 位 点 < 变 ， 或 人 为 融合 两 个 不 同 基因 的 部 分 序列 ， 从 而 验 
对 于 基因 产物 的 影响 。 
生物 体 受 基因 的 产生 大 量 的 特定 RNA 以 及 蛋白 质 ， 以 利于 后 续 的 生化 合成 。 分 子 
结构 学 者 们 可 以 确定 基因 产物 的 三 维 构象 ， 从 而 揭示 每 个 分 子 在 其 中 的 位 置 。 生 化 学 家 们 可 
以 确定 遗传 7 子 中 的 每 一 部 分 对 于 其 功能 起 到 什么 样 的 作用 。 细 胞 生物 学 家 们 则 可 分 析 
细胞 受到 驱动 表达 突变 基因 的 方式 。 

但 是 ， 基 因 的 功能 不 能 靠 一 种 方法 来 确定 ， 也 没有 一 种 简单 的 标准 模式 可 以 描述 其 功能 。 
例如 ， 我 们 可 以 发 现 某 种 基因 产物 可 以 催化 某 种 化 学 反应 ， 但 我 们 对 于 这 种 反应 对 于 机 体 的 
重要 性 却 没有 概念 。 每 当 一 种 新 基因 家 族 成 员 的 功能 并 不 像 它 们 的 序列 所 显示 的 那样 时 ， 我 
们 的 生物 学 家 就 会 面临 一 个 新 的 挑战 。 而 且 一 个 基因 的 功能 并 不 能 全 面 的 解密 ， 除 非 我 们 从 
整体 上 了 解 了 其 在 生物 或 器 官 中 的 功能 。 因 此 如 果 我 们 最 终 要 确定 基因 的 功能 。 我 们 必须 研 
究 整个 机 体 而 并 不 是 仅 限于 分 子 或 者 细胞 水 平 。 

分 子 生物 学 家 将 焦点 对 准 了 大 肠 杆 菌 

由 于 生物 体 非常 复杂 ， 所 以 我 们 对 于 一 种 生物 体 了 解 越 多 ,这 种 生物 体 就 越 会 成 为 我 们 
下 一 步 研究 的 目标 。 每 个 发 现 都 会 提出 新 的 问题 ， 但 也 会 为 在 这 种 生物 体内 解决 这 些 问题 提 
出 新 的 工具 。 因 此 ， 同 一 种 模式 生物 不 同 特征 的 揭示 要 归功 于 研究 它 的 庞大 生物 学 家 群体 。 

在 形形色色 的 细菌 世界 中 ， 分 子 生物 学 的 长 时 间 内 都 集中 在 一 种 生物 一 一 大 肠 杆 
菌 上 (图 1-17 和 图 1-18)。 这 种 杆 状 的 小 型 真 细菌 细胞 生活 在 人 类 或 其 他 疹 椎 动物 肠 道 中 
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(LETT RAD ESR PRATER. HERT TEM Mee 
及 繁殖 迅速 的 特点 。 大 肠 杆菌 的 遗传 指令 存在 于 一 个 单 链 环 状 的 DNA 分 子 中 ， 有 4 639 221 
个 碱 基 对 ， 可 以 编码 大 约 4300 个 不 同 的 蛋白 质 (图 1-30) 。 
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Escherichia coli K-12 


4 639 221 个 核 背 酸 对 2 
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图 1-30 E.coli 基因 组 
CA) E, coli 细胞 的 集群 。(B) E. coli 基因 组 中 4 639 221 个 核 篆 酸 对 的 示意 图 (E. coli K-12) 。 示 意图 是 
环形 的 ， 由 于 E. coli 的 DNA 和 其 他 原核 生物 一 样 形成 一 个 封闭 的 单 链 环 。 编 码 蛋 白质 的 基因 以 黄色 或 桶 
色 条 表示 ， 仅 编码 RNA 的 基因 申 绿色 箭头 表示 。 一 些 基因 由 DNA 双 螺 旋 的 一 条 链 转录 〈 以 顺 时 针 方向 
表示 )， 其 他 的 是 另 一 条 链 所 转录 〈 逆 时 针 方 向 ) [〈A) 摘自 Tony Brain and the Science Photo Library: 
(B) F. R. Blattner et al, ， Science 277; 1453~1462, 1997. ©AAAS. ] 


从 分 子 角度 讲 ， 大 肠 杆 菌 是 我 们 了 解 最 清楚 的 物种 。 我 们 所 了 解 的 生命 的 基本 机 制 ， 例 
如 细胞 怎样 把 自身 的 DNA 传递 给 子 代 ， 怎 样 解码 DNA 中 含有 的 指令 以 知道 特定 蛋白 质 的 合 
成 ， 都 是 来 源 于 E coli 的 研究 。 在 进化 过 程 中 ， 基 本 的 遗传 机 制 都 是 高 度 保守 的 ， 因 此 
E coli 体 内 的 这 种 机 制 本 质 上 和 我 们 体内 的 是 相同 的 。 


小 结 
原核 生物 (细胞 没有 明显 细胞 核 ) 在 生化 上 是 一 类 种 类 最 为 广泛 的 生物 ， 包 括 可 以 从 无 
机 化 学 环境 中 ， 如 由 大 洋 底 热 岩 浆 中 含有 的 矿石 反应 物 中 ， 吸 取 能 量 和 营养 的 物种 一 35 亿 


年 前 的 第 一 个 细胞 有 可 能 就 是 以 此 为 营养 。DNA 序列 比 对 揭示 了 生物 之 间 的 联系 ， 表 明 原 核 
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细胞 在 进化 过 程 中 分 成 了 两 类 : 细菌 〈 或 真 细 菌 ) 和 十 细菌 。 它 们 和 真 核 生 物 〈 细 胞 有 一 个 
膜 包 训 的 细胞 核 ) 一 起 组 成 了 生物 树 的 3 个 基本 分 支 。 大 多 数 细菌 和 十 细菌 都 是 小 的 单 细 胞 
生物 ， 有 着 紧凑 的 基因 组 ，1000 一 4000 个 基因 。 一 个 物种 的 许多 基因 的 DNA 序列 有 着 很 强 
的 家 族 相 似 性 ， 显 示 它们 可 能 由 于 基因 复制 分 离 而 起 源 于 同一 个 祖先 基因 。 家 族 相似 性 (A 
源 性 ) 在 不 同 物种 的 基因 序列 比 对 中 都 非常 明显 ， 有 200 个 基因 家 族 高 度 保守 ， 被 公认 是 所 
有 三 大 类 生物 共有 的 。 因 此 ， 如 果 有 一 个 新 发 现 的 基因 序列 ， 人 们 可 以 根据 它 在 深入 研究 的 
模式 生物 ， 如 大 肠 杆菌 中 的 同 源 基因 来 推测 出 其 功能 。 


真 核 生 物 的 遗传 信息 


总 体 来 说 ， 真 核 细胞 相对 于 原核 细胞 来 说 ， 体 积 更 大 ， 内 部 更 精细 ， 基 因 组 也 更 大 更 精 
细 。 更 大 的 规格 伴随 着 的 是 细胞 结构 和 功能 上 的 根本 不 同 。 而 且 大 多 数 真 核 细胞 形成 多 细胞 
组 织 ， 达 到 一 个 原核 细胞 无 法 达到 的 复杂 性 。 

由 于 真 核 细胞 非常 复杂 ， 使 得 分 子 生物 学 家 遇 到 一 系列 的 挑战 ， 我 们 在 此 书 的 其 他 部 分 
会 讨论 到 这 一 点 。 生 物 学 家 们 越 来 越 多 的 通过 分 析 及 操作 细胞 和 机 体内 的 遗传 信息 来 应 付 这 
种 挑战 。 因 此 首先 了 解 一 些 真 核 细胞 基因 组 的 特殊 特征 是 非常 重要 的 。 我 们 首先 简要 的 叙述 
真 核 细 胞 是 如 何 构造 的 ， 怎 样 反 映 出 它们 的 生活 方式 以 及 它们 的 基因 组 和 原核 生物 有 什么 不 
同 。 接 着 是 分 子 生物 学 家 利用 遗传 信息 ， 尝 试 发 现 真 核 生物 运行 机 制 的 策略 方法 。 


真 核 生 物 起 源 于 捕食 生物 
真 核 生物 的 定义 就 是 可 以 把 其 DNA 放 于 一 个 内 部 独立 空间 一 一 细胞 核 的 细胞 。 核 膜 是 
带 有 一 对 中 心 
ans 
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胞 质 中 
KEME “高 尔 基体 。 中 间 纤 维 AR 线粒体 


图 1-31 真 核 细胞 的 主要 特征 
此 图 描绘 了 一 个 典型 的 动物 细胞 ， 但 几乎 所 有 的 组 分 都 存在 于 植物 、 真 菌 以 及 单 细胞 真 核 细胞 如 酵母 和 原生 动物 中 。 除 
了 图 上 显示 的 组 分 植物 细胞 中 还 含有 叶绿体 ， 并 且 细 胞 膜 外 包 被 有 一 层 纤维 素 组 成 的 坚硬 胞 辟 
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一 个 双 层 膜 结构 ， 把 DNA 和 细胞 质 分 开 。 真 核 生 物 还 有 和 原核 生物 相 区 分 的 其 他 特点 图 
1-31)。 一 般 而 言 ， 它 们 的 细胞 长 度 是 原核 生物 的 10 倍 ， 体 积 则 有 1000 倍 。 它 们 有 细胞 骨 
架 ， 一 个 由 蛋白 质 微 管 交叉 于 细胞 质 中 形成 的 系统 ， 上 面 附着 有 多 种 蛋白 质 ， 在 细胞 中 可 作 
为 桥梁 、 绳 索 、 细 胞 机 械 强 度 的 动力 ， 可 以 控制 细胞 外 形 ， 驱 动 并 且 导 向 其 运动 。 核 膜 只 是 
一 系列 复杂 内 膜 的 一 部 分 ， 每 种 内 膜 结构 上 都 跟 细 胞 膜 相似 ， 只 是 包 庄 细胞 内 的 不 同 空间 ， 
其 中 许多 在 消化 和 分 刻 有 关 的 步骤 中 发 挥 作 用 。 缺少 了 原核 生物 的 粗糙 细胞 壁 ， 动 物 细 胞 和 
自由 生活 真 核 细 胞 原虫 可 以 迅速 改变 自身 外 形 ， 并 且 可 以 通过 吞噬 作 用 (图 1-32) 吸入 其 他 
细胞 或 小 物体 。 


TO0hm 


图 1-32 FEFA 
这 一 幅 幅 静止 的 画面 可 以 组 成 一 部 演示 人 类 白细胞 〈 中 性 白细胞 ) 春 食 抗体 处 理 后 的 红细胞 〈 红 色 标 
记 ) 的 电影 (经 Stephen E. Malawista 和 Anne de Boisfleury Chevance 许可 ) 


(A) (B) 


图 1-33 ”和食 其 他 细胞 的 单 细胞 真 核 生物 
(A) Didinium 是 一 种 肉食 性 原生 动物 ， 属 于 纤毛 虫 的 一 种 。 其 细胞 皇 球形 ， 直 径 大 约 150km， 边 缘 环 绕 两 层 纤 


毛 弯曲 的 鞭 状 纤毛 不 停 地 摆动 ; 除了 一 个 突出 的 像 鼻 子 一 样 的 器 官 外 前 端 平滑 。 (B) Didinium 通常 籍 于 纤毛 的 

同步 摆动 而 在 水 中 高 速 运动 。 当 遇 到 合适 的 食物 时 (通常 是 其 他 种 类 的 原生 动物 ) 它 就 会 由 鼻 状 物 中 释放 出 大 量 的 有 

麻 兽 作用 的 小 分 子 。 然 后 Didinium 附着 其 上 并 通过 知 瞎 作用 吞 只 其 他 细胞 ， 就 像 一 个 空 一 样 翻转 过 来 包 住 跟 自 
已 体积 差不多 大 的 食物 (经 D. Barlow 许可 ) 
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EERE ABE, TREFI LA EE. ESENE PAA RE 
两 种 细胞 都 反应 了 生命 生存 的 方式 ， 真 核 细 胞 起 源 于 捕食 者 ， 通 过 捕食 其 他 细胞 得 以 生存 
(图 1-33)。 这 样 一 种 生存 方式 需要 一 个 有 着 柔韧 细胞 壁 的 庞大 细胞 和 一 个 可 以 支持 、 指 导 细 
胞 膜 移动 的 精细 骨架 。 同 时 需要 细胞 内 长 而 易 断 的 DNA 分 子 隐藏 于 独立 的 细胞 核 中 ， 以 避 
免 细 胞 骨架 移动 过 程 中 对 基因 组 造成 的 伤害 。 


真 核 细胞 起 源 于 共生 体 


捕食 的 生存 方式 也 可 以 解释 一 些 真 核 细 胞 的 其 他 特征 。 几 乎 所 有 的 真 核 细胞 都 含有 线 粒 
体 (图 1-34)。 线 粒 体 是 细胞 质 中 的 一 种 小 体 ， 外 有 双 层 膜 包 训 ， 可 以 由 食物 分 子 ， 如 糖 类 的 
氧化 中 吸取 氧气 和 能 量 ， 以 产生 驱动 细胞 活动 的 ATP。 线 粒 体 大 小 和 小 细菌 差不多 ， 并 且 像 
细菌 一 样 拥有 自己 环 状 DNA 的 基因 组 ， 有 着 和 真 核 细胞 不 同 的 核糖 体 ， 以 及 自身 的 转运 
RNA。 目 前 可 以 确定 线粒体 起 源 于 自由 生长 的 有 氧 代谢 (好 和 氧 性 的 ) 细菌 ， 后 来 被 远古 的 不 
能 利用 氧气 的 ( 厌 氧 性 的 ) 真 核 细 胞 所 吞噬 。 被 吞食 的 细菌 没有 被 消化 ， 反 而 进化 出 和 真 核 
细胞 及 其 后 代 共 生 的 特征 ， 从 宿主 这 里 寻求 保护 及 营养 ， 并 且 供 给 宿主 能 量 〈 图 1-35)。 这 种 
原始 厌 氧 捕食 性 细胞 和 好 氧 细菌 细胞 的 共生 关系 预计 在 15 亿 年 以 前 就 建立 起 来 了 ， 当 时 的 地 
球 大 气 刚 刚 富 集 了 氧气 。 


(A) 


图 1-34 线粒体 
《A) 电镜 下 的 横 切面 。(B) 线粒体 的 简 图 ， 显 示 了 其 三 维 结构 -〈《C) 真 核 细胞 简 图 ， 内 部 的 线粒体 包含 其 自己 的 DNA 
和 核糖 体 ， 已 用 颜色 标 出 。 注 意 其 光滑 的 外 表 腊 和 卷曲 的 内 表 膜 ， 内 部 包 囊 了 可 以 由 食物 分 子 的 氧化 中 产生 ATP 的 蛋 
4K [ (A) 经 Daniel S. Friend 许 可] 
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远古 的 真 核 细胞 
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. 双 层 膜 的 线粒体 
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图 1-35 线粒体 的 起 源 
预测 远古 的 真 核 细胞 吞 咬 了 一 种 远古 的 细菌 ， 即 线粒体 的 祖先 ， 形 成 了 一 种 共生 的 关系 


许多 真 核 细胞 〈 如 植物 和 藻类 ) 还 含有 其 他 一 种 和 线粒体 有 些 类 似 的 有 膜 包围 的 小 细胞 
器 一 叶绿体 (图 1-36)。 叶 绿 体 执行 光合 作用 ， 可 以 利用 太阳 能 由 大 气 二 氧化 碳 和 水 中 合成 
碳水 化 合 物 ， 然 后 把 产物 作为 食物 传递 给 宿主 细胞 。 和 线粒体 一 样 ， 叶 绿 体 也 含有 自身 的 基 
因 组 ， 可 以 确定 是 含有 线粒体 的 细胞 捕获 了 光合 细菌 并 形成 了 共生 体系 (图 1-37) 。 
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图 1-36 叶绿体 
在 植物 细胞 和 一 些 单 细胞 真 核 生物 中 存在 这 种 可 以 利用 太阳 能 的 器 官 。(A) 光 学 显微镜 下 的 若 茵 叶 细 胞 ， 绿 色 的 叶绿体 可 
见 。(B》 草 叶 中 叶绿体 的 电镜 照片 ， 其 内 膜 是 高 度 折 又 的 ， 内 部 含有 可 以 吸收 太阳 光 的 叶绿素 分 子 。(C) W (B) 的 草图 
[ (B) 经 Eldon Newcomb 许 可] 


有 了 叶绿体 的 真 核 细 胞 不 需要 以 其 他 细胞 为 食 ， 其 营养 供给 来 自 于 祖先 遗留 下 来 的 叶 绿 
体 。 相 应 地 ， 植 物 细胞 虽然 保持 了 可 以 负责 移动 的 细胞 骨架 ， 但 失去 了 迅速 改变 细胞 形态 和 
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a. 胞 可 进行 光合 作用 
AERAN 的 远 十 真 核 细胞 


图 1-37 ”叶绿体 的 起 源 
已 经 含有 线粒体 的 远古 真 核 细胞 ， 乔 噬 了 一 种 光合 作用 菌 ， 形 成 共 栖 系统 。 目 前 人 们 认为 叶 绿 
体 依旧 含有 10 亿 年 前 其 祖先 光合 作用 菌 的 内 共生 体 特征 


耕 哈 其 他 细胞 的 功能 。 并 且 它 们 围绕 自身 产生 了 一 层 坚硬 起 保护 作用 的 细胞 壁 。 如 果 远古 的 
真 核 生物 果真 是 以 其 他 物种 为 食 的 捕 猫 者 ， 那 么 我 们 可 以 认为 植物 细胞 就 是 从 狩猎 者 到 农业 
者 过 渡 的 真 核 细胞 。 

真菌 代表 了 另外 一 种 真 核 生物 的 生存 方式 。 真 菌 细胞 和 动物 细胞 一 样 含有 线粒体 但 没有 
叶绿体 ;但 是 和 动物 细胞 及 原生 动物 不 同 的 是 它们 有 一 层 坚 硬 的 外 壁 使 它们 不 能 迅速 移动 春 
噬 其 他 细胞 。 真菌 好 像 是 由 狂人 到 清洁 工 的 转变 :它们 以 其 他 的 细胞 分 泌 或 者 通过 死亡 来 释 
放 的 营养 分 子 为 食 ， 它 们 所 有 的 消化 都 是 通过 往 体外 分 泌 消 化 酶 来 完成 的 。 


真 核 生 物 有 着 杂 和 的 基因 组 


真 核 生 物 的 基因 组 原本 就 是 一 个 杂 合 的 有 来 自 于 远古 厌 氧 真 核 细胞 的 部 分 ， 也 有 共 
生 的 细菌 部 分 的 。 大 多 数 的 遗传 信息 储存 于 细胞 核 中 ， 但 是 有 一 小 部 分 存 于 线粒体 中 ， 对 于 
植物 和 灌 细 胞 来 说 还 有 一 部 分 存 于 叶绿体 中 。 线 粒 体 和 叶绿体 DNA 可 以 单独 地 和 细胞 核 
DNA 分 离开 进行 分 析 和 测序 。 研 究 者 发 现 线粒体 和 叶绿体 基因 组 相对 于 细菌 基因 组 来 说 是 一 
个 退化 的 、 消 减 的 版 本 ， 其 中 缺少 许多 具有 重要 功能 的 基因 。 例 如 ， 在 人 类 细胞 中 ， 线 粒 体 
基因 组 仅 含有 16 569 个 碱 基 ， 编 码 13 种 蛋白 质 ， 仅 有 两 种 核糖 体 RNA 和 22 种 转运 RNA, 

线粒体 和 叶绿体 中 丢失 的 基因 并 没有 完全 丢掉 ， 其 中 许多 由 于 未 知 的 原因 由 共生 细菌 中 
转移 到 了 宿主 细胞 核 中 。 人 类 细胞 的 细胞 核 DNA 中 含有 许多 线粒体 中 重要 蛋白 质 的 编码 基 
因 ， 在 植物 中 ， 细 胞 核 DNA 中 也 含有 许多 叶绿体 所 需 蛋 白质 的 编码 基因 。 


真 核 生 物 的 基因 组 非常 庞大 


自然 选择 赋予 了 线粒体 小 型 的 基因 组 ， 就 像 细菌 有 着 小 型 基因 组 一 样 。 相 反 地 ， 真 核 生 

物 的 细胞 核 基因 组 好 像 自 由 扩充 了 许多 。 也 许 真 核 生物 的 生存 方式 使 得 这 种 庞大 的 规格 更 有 
优势 ; 捕食 者 需要 比 猎物 更 大 的 体积 ， 以 及 更 大 的 基因 组 。 无 论 什 么 样 的 解释 ， 大 多 数 真 核 
细胞 比 细菌 和 古 细菌 大 是 不 争 的 事实 〈 图 1-38) 。 含 有 极 大 量 的 DNA 也 应 有 其 更 深 的 含义 。 
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图 1-38 基因 组 大 小 比较 
基因 组 大 小 依据 单 倍 体 基因 组 的 DNA 核 苷 酸 数量 来 计算 ， 即 一 个 基因 组 的 拷贝 (进行 有 性 生殖 的 物种 ， 
像 我 们 自己 的 细胞 通常 都 是 双 倍 体 :含有 两 套 基因 组 的 指 贝 ， 一 套 来 自 于 父亲 ， 另 一 套 来 自 于 母亲 ,) 关 
系 较 近 的 物种 在 基因 组 DNA 的 基 上 却 差别 很 大 ， 即 使 它们 含有 相似 数量 的 功能 基因 “〈 数 据 摘自 W.-H. 
Li, Molecular Evolution, 380~383. Sunderland, MA; Sinauer, 1997. ) 


真 核 生物 不 仅 基因 数 远 大 于 原核 生物 ， 并 且 有 着 更 大 量 的 不 编码 蛋白 质 或 其 他 功能 分 子 
的 DNA。 人 类 基因 组 的 碱 基数 是 典型 细菌 的 1000 倍 ， 基 因数 目 是 20 倍 ， 非 编码 DNA 数目 
是 10 000 们 (人 类 基因 组 中 大 约 98. 5% 的 DNA 是 非 编码 的 ， 而 下 coli 中 仅 有 11%). 


真 核 基 因 组 中 有 着 丰富 的 调控 DNA 


在 非 编码 DNA 中 ， 许 多 都 几乎 是 不 必要 的 ， 就 像 一 大 批 过 期 的 刊物 ， 其 出 现 是 因为 几 
乎 没有 保持 小 型 信息 记录 的 压力 ， 所 以 保留 所 有 的 信息 就 比分 出 有 价值 信息 而 遗弃 其 他 无 用 
信息 要 容易 得 多 。 也 有 些 例外 的 真 核 生物 ， 如 河豚 图 1-39) ， 不 像 其 他 物种 有 着 这 种 进 传 信 
息 的 浪费 ， 它 们 不 仅 可 以 清除 自身 的 非 编码 DNA， 还 
可 以 避免 在 第 一 时 间 内 获得 这 种 遗传 信息 。 然 而 它们 
却 和 亲缘 关系 比较 近 但 有 着 相对 非常 复杂 DNA 的 其 他 
物种 有 着 相似 的 外 形 和 行为 。 

即使 在 像 河豚 这 种 基因 组 压缩 的 真 核 生 物 中 ， 非 
编码 DNA 的 数量 也 远 远 多 于 编码 DNA 的 数量 ， 但 至 
少 一 些 非 编码 DNA 有 着 重要 的 功能 。 它 们 有 的 可 以 调 
aa cea panan 控 相信 基因 的 表达 。 有 了 这 种 调控 DNA， 真 核 生物 进 
的 交 化 出 了 特殊 的 方式 来 调控 菜 种 基因 何 时 以 及 何 地 发 挥 
内 《摘自 a woodeut by Hiroshige, 经 Arts and 作用 。 这 种 复杂 基因 调控 模式 对 于 复杂 多 细胞 机 体 的 

Designs of Japan 许可) 形成 有 着 重要 作用 。 
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基因 组 决定 多 细胞 发 育 的 进程 


单个 动物 或 者 植物 体内 的 细胞 是 多 种 多 样 的 。 脂 细 胞 、 皮 细胞 、 骨 细胞 以 及 神经 细胞 ， 
它们 千差万别 。 然 而 所 有 类 型 的 细胞 都 是 在 胚胎 发 育 时 由 单个 受精 卵细胞 产生 的 ， 所 有 的 细 
胞 〈 极 少数 例外 ) 都 含有 本 物种 基因 组 的 相同 拷贝 。 

一 种 解释 认为 ， 细 胞 可 以 根据 从 环境 中 接受 到 的 信息 有 选择 地 利用 自身 的 遗传 指令 
DNA 不 仅仅 是 一 个 决定 每 种 细胞 所 必须 含有 的 分 子 购物 表 ， 细 胞 也 不 是 所 有 购物 表 上 东西 的 
集合 。 正 确 地 说 ， 细 胞 应 该 是 一 个 有 着 多 重 指令 的 机 器 ， 可 以 感知 环境 信号 ， 并 且 有 着 很 强 
的 能 力 ， 可 以 根据 接受 到 的 信号 唤醒 一 系列 的 基因 发 挥 作 用 。 许 多 真 核 生物 的 基因 可 以 编码 
调控 其 他 基因 表达 的 蛋白 质 。 大 多 数 基因 调控 蛋白 质 通过 直接 地 或 间接 地 结合 与 被 调控 基因 
相连 的 调控 DNA 序列 而 发 挥 作用 (图 1-40)， 或 者 通过 干扰 其 他 蛋白 质 来 完成 这 项 工作 。 真 
核 生物 扩充 的 基因 组 不 仅 指定 了 细胞 内 的 硬件 设施 ， 而 且 还 安装 了 可 以 控制 硬件 怎样 发 挥 作 
用 的 软件 设施 。 


细胞 膜 上 的 受 体 
伍 白 检测 环境 因子 


\ 


—t 
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产生 更 多 的 蛋白 , 包括 其 
他 一 些 基因 调控 蛋白 


图 1-40 环境 信号 调控 基因 的 表达 
调控 DNA 使 得 基因 的 表达 可 受 调控 蛋白 质 的 控制 ， 这 又 可 依次 调控 其 他 基因 的 表达 。 
这 张 图 显示 了 细胞 内 基因 的 表达 是 怎样 受 环境 信号 的 调节 的 。 起 初 外 界 信号 只 激活 细胞 
内 调控 蛋白 质 ， 如 信号 可 触发 调控 蛋白 质 磷酸 基 团 并 改变 其 化 学 特性 


在 发 育 中 的 多 细胞 机 体 中 ， 每 个 细胞 都 由 相同 的 控制 系统 所 管理 ， 但 是 其 结果 依赖 于 细 
胞 和 其 临近 细胞 进行 交换 的 信号 。 结 果 是 令 人 惊异 的 ， 可 以 产生 不 同 状态 细胞 的 精细 图 案 
每 种 细胞 表现 出 跟 其 在 多 细胞 机 体 中 所 处 位 置 相应 的 特征 。 基 因 组 足够 庞大 ， 可 以 调节 控制 
整个 多 细胞 有 机 体 的 遗传 信息 ， 但 在 单个 细胞 中 只 利用 了 其 中 一 部 分 信息 (图 1-41) 。 
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图 1-41 多 细胞 发 育 的 遗传 调控 
在 金鱼 草 (Antirrhinum) 中 证 实 了 调控 基因 的 功能 . 此 图 中 ， 一 个 编码 调控 蛋白 质 的 基因 突变 使 
得 原本 开花 的 位 置 生出 了 一 个 叶枝 ， 因 为 调控 蛋白 质 的 改变 ， 细 胞 选择 了 和 正常 植物 不 同 的 发 育 位 
B. EURER EW, HAER Hek (£ Enrico Coen 和 Rosemary Carpenter 许 可 ) 


许多 真 核 细 胞 以 单 细 胞 的 形式 存在 ， 即 原生 生物 


多 数 真 核 细胞 以 单 细胞 的 形式 存在 ， 一 些 作 为 捕猎 者 〈 原 生动 物 )， 另 一 些 是 光合 作用 者 
( 单 细 胞 藻类 )， 还 有 一 些 作为 清洁 工 〈 单 细胞 真菌 或 酵母 )。 即 使 不 形成 多 细胞 结构 ， 单 细胞 
[ 核 生物 ， 或 者 说 原生 生物 ， 也 是 非常 复杂 的 。 图 1-42 显示 了 它们 所 具有 的 多 种 外 形 。 特 别 
是 原生 动物 的 解剖 学 表明 ， 它 们 的 结构 非常 精细 ， 其 中 包括 感觉 紧 、 光 感应 器 、 纤 细 的 纤毛 、 
腿 状 附属 物 、 口 腔 、 整 刺 以 及 肌肉 状 的 伸缩 性 维 管束 。 尽 管 原生 动物 是 单 细胞 的 ， 但 它们 和 
许多 多 细胞 生物 一 样 有 着 复杂 而 精细 的 行为 (图 1-33)。 

从 其 祖先 以 及 DNA 序列 上 来 看 ， 原 生生 物 和 多 细胞 真 核 生 物 的 三 大 分 支 一 一 动物 、 植 
物 和 真菌 有 着 极 大 的 不 同 〈 图 1-21)。 和 原核 生物 一 样 ， 人 们 容易 忽视 原生 生物 ， 因 为 它们 是 
肉眼 所 不 能 见 的 。 直 到 现在 ， 人 们 依靠 基因 组 学 的 帮助 ， 才 开始 了 解 它们 在 生命 树 中 的 位 置 ， 
了 解 它们 在 我 们 漫长 的 进化 中 所 起 到 的 作用 。 


酵母 是 最 小 的 真 核 模 式 生物 


真 核 生物 分 子 以 及 遗传 上 的 复杂 性 是 令 人 震惊 的 。 即 使 生物 学 家 们 在 真 核 生 物 中 投入 的 
精力 远大 于 原核 生物 ， 但 也 只 能 把 有 限 的 资源 用 于 研究 几 种 选 定 的 模式 生物 。 

在 研究 真 核 细胞 内 在 的 活动 时 ， 为 了 排除 多 细胞 发 育 所 造成 的 影响 ， 使 用 尽 可 能 简单 的 
单 细胞 种 类 显得 合理 得 多 。 生 物 学 家 们 选择 了 最 简单 的 模式 生物 一 一 酿酒 酵母 〈 图 1-43)， 啤 
酒 酿造 者 和 面包 师 选 择 的 种 类 来 进行 研究 。 

酿酒 酵母 是 真菌 世界 中 一 类 小 的 单 细 胞 生物 。 现 在 认为 ， 它 和 动物 、 植 物 的 亲缘 关系 都 
非常 接近 。 醇 母 十 分 强壮 ， 可 以 在 简单 培养 基 上 生长 。 和 其 他 真菌 一 样 ， 它 有 着 坚硬 的 细胞 


图 1-42 原生 动物 的 分 类 : 一 类 极端 分 化 的 物种 的 几 个 小 个 体 
简 图 按照 不 同 的 尺度 勾画 ， 每 一 个 图 中 刻度 尺 都 代表 lum, (A), (B), CED, CF) 和 (1) 是 纤毛 虫 ，(C) 是 眼 虫 ， 
(D) 是 变形 虫 ，(G) EME hs (H) 是 太阳 虫 GÉ M. A. Sleigh, Biology of Protozoa. Cambridge, UK: 


‘Cambridge University Press, 1973. ) 
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图 1-43 BEE (Saccharomyces cerevisiae ) 
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[ (A) # Ira Herskowitz 和 Eric Schabatach 许可 ] 
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图 1-44 酵母 的 生活 周期 
根据 环境 条 件 以 及 基因 型 的 不 同 ， 酵 母 存 
在 两 种 生活 阶段 ， 一 种 是 含有 两 套 染色 体 
组 的 二 售 体 状态 ， 另 一 种 是 仅 有 单个 染色 
体 组 的 单 倍 体 状态 。 二 售 体 的 形式 可 以 进 
行 正常 的 细胞 分 多 或 者 减 数 分 型 来 产生 单 
倍 体 细胞 。 单 倍 体形 式 的 细胞 可 以 进行 正 
常 的 细胞 分 裂 周 期 或 者 选择 和 另外 一 个 单 
倍 体 细胞 进行 有 性 融合 形成 二 倍 体 细胞 。 
在 食物 缺少 的 情况 下 ， 减 数 分 裂 被 启动 、 
JRE RLF -种 休眠 状态 的 单 倍 体 
细胞 ， 对 恶劣 的 环境 条 件 有 抵御 力 


FEA. 


壁 ， 相 对 比较 稳定 ， 含 有 线粒体 但 没有 叶绿体 。 当 营养 丰 
富 时 ,它们 可 以 像 细 菌 一 样 快速 生长 、 分 裂 。 它 们 可 以 进 
行 无 性 〈 即 通过 简单 的 细胞 分 裂 ) 或 有 性 生殖 : 两 个 单 倍 
体 的 酵母 细胞 〈 含 有 基因 组 的 单个 拷贝 ) 融合 在 一 起 产生 
一 个 双 售 体 细胞 (含有 一 对 基因 组 ); 双 倍 体 细胞 又 进行 
减 数 分 裂 (一 种 减少 的 分 裂 ) 产生 单 倍 体 细胞 (图 1-44) 。 
和 高 级 的 动物 、 植 物 相反 ， 醇 母 在 单 倍 体 还 是 多 倍 体 阶段 
进行 分 裂 是 不 确定 的 ， 它 们 可 以 随意 地 根据 生长 环境 来 进 
行 两 种 状态 的 互 换 。 

酵母 还 有 其 他 的 特征 如 其 基因 组 是 真 核 的 ， 但 却 出 乎 
意料 的 简单 ， 所 有 的 这 些 特征 都 使 得 酵母 作为 遗传 学 研究 
上 的 一 种 非常 方便 的 物种 。 虽 然 简单 ， 但 是 它们 必须 完成 
所 有 真 核 细胞 必须 执行 的 任务 。 我 们 以 后 将 会 讲 到 ， 醇 母 
的 研究 〈 酿 酒 酵母 和 其 他 种 类 ) 为 了 解 许多 重要 的 过 程 提 
供 了 一 把 钥匙 。 其 中 包括 真 核 生物 的 细胞 分 裂 周 期 一 一 细 
胞 生活 中 的 重要 事件 ， 细 胞 核 和 其 他 细胞 组 分 进行 复制 并 
且 分 配 到 两 个 子 细胞 中 去 。 控 制 这 个 事件 的 系统 在 进化 过 
程 中 是 非常 保守 的 ， 以 致 在 酵母 和 人 类 细胞 中 执行 这 种 功 
能 的 许多 组 分 是 可 以 互 换 的 : 如 果 缺 少 了 某 种 细胞 分 裂 周 
期 必需 蛋白 质 组 分 的 酵母 中 转 和 人 了 人 类 细胞 分 裂 周期 蛋白 
质 的 同 源 物 ， 酵 母 就 会 恢复 正常 的 分 裂 。 
机 体 中 所 有 基因 的 表达 水 平 都 同时 受到 
监控 

酿酒 酵母 的 全 基因 组 序列 于 1997 年 测 出 。 其 中 含有 
13 117 000 个 碱 基 ， 包 括 线粒体 的 78 520 个 碱 基 。 碱 基数 
目 仅 为 大 肠 杆菌 的 2.5 倍 ， 蛋 白质 数目 仅 为 大 肠 杆菌 的 
1.5 倍 (总计 有 6300 个 )。 酿 酒 酵母 的 许多 生活 方式 都 和 
细菌 的 一 样 ， 说 明 酵 母 也 可 能 经 历 了 使 其 基因 组 紧缩 的 选 


某 些 物种 全 基因 组 序列 的 信息 ， 如 酵母 和 人 类 ， 为 细胞 工作 开阔 了 可 观 的 前 景 : 以 前 感 


觉 不 可 能 的 事情 现在 则 尽 在 我 们 的 掌握 之 中 。 举 个 例子 来 说 ， 现 在 可 以 把 酵母 体内 编码 6300 
个 蛋白 质 的 相应 基因 点 在 一 个 小 的 玻璃 片 阵 列 中 。 由 于 DNA 分 子 可 以 通过 碱 基 配 对 结合 到 
其 互补 序列 的 DNA 或 RNA 分 子 上 ， 所 以 如 果 核 酸 分 子 的 混合 物 通过 这 样 一 个 DNA 阵列 时 ， 
混合 物 中 的 每 种 分 子 都 可 以 结合 到 相应 的 DNA 点 上 。 如 果 混 合 物 中 的 分 子 都 连 有 一 个 荧光 
标记 的 化 学 标签 时 ， 那 么 我 们 就 会 得 到 一 系列 的 荧光 斑点 ， 分 别 对 应 于 阵列 上 的 特定 点 〈 图 
1-45)。 按 照 这 种 方式 ， 我 们 就 可 以 同时 监测 某 个 特定 时 期 酵母 中 的 所 有 基因 的 mRNA， 并且 
可 以 观察 到 当 环境 变化 时 所 有 基因 的 变化 。 这 种 方法 还 可 以 用 于 分 析 缺 失 了 某 种 基因 的 突变 
体 中 我 们 感 兴趣 的 任何 基因 。 原 则 上 来 说 ， 这 种 方法 可 以 揭示 出 整个 控制 基因 表达 的 系统 ， 
不 仅 酵母 细胞 中 ， 而 且 可 以 用 于 任何 一 种 已 得 到 基因 全 序列 的 物种 。 
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图 1-45 利用 DNA 阵列 研究 酵母 基因 表达 的 变化 
酵母 基因 组 中 所 有 630 9 基因 DNA 样品 储存 在 一 个 玻璃 载 玻 片 的 方形 阵列 中 : CAD 显示 了 含有 6400 个 
点 的 阵列 ，(B) 显示 了 i 的 一 小 部 分 区 域 ，(C) 显示 了 阵列 〈A) 的 实际 大 小 。 这 张 阵列 是 把 培养 基 中 有 和 无 
OU IEE OY mRNA 分 子 进行 比较 。 如 果 含 有 葡萄糖 培 养 的 细胞 转录 了 特殊 的 mRNA， 那 么 细胞 中 的 mRNA 
样品 ! 到 阵列 中 相应 DNA 分 子 际 操作 上 、 提 取出 的 mRNA 分 子 并 没有 直接 用 于 阵列 的 杂交 上 
(会 在 第 8 章 解释 ) 而 是 生成 了 另外 与 其 对 应 的 一 种 叫做 cDNA 的 核酸 分 子 。 这 个 试验 中 ，cDNA 利用 绿色 菊 光 来 标记 
当 CDNA 混合 物 和 阵列 杂交 时 ， 每 个 cDNA 分 子 都 结合 到 阵列 上 相应 的 点 上 ， 某 个 点 上 强 的 绿色 荧光 代表 对 应 的 基因 有 
接着 对 不 含 葡萄 糖 培 养 的 酵母 细胞 进行 以 上 操作 ， 把 其 cDNA 利用 红色 荧光 标记 ， 然 后 用 于 同一 张 阵列 
必 表 在 葡 欧 糖 存在 时 大 量 表达 的 基因 ;红色 的 与 其 相反 。 在 两 科 下 基因 表达 相同 的 基因 可 以 同时 结 
合 绿色 和 红色 荧光 的 cDNA， 因此 呈现 黄色 〈 摘 自卫 L DeRisi et al., Scien 680~686, 1997. © AAAS, ) 
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拟 南 芥 300 000 多 种 植物 的 模式 物种 


我 们 身边 的 大 型 多 细胞 物种 〈 花 草 树木 以 及 动物 ) 好 像 千差万别 ， 但 它们 相对 于 单 细胞 
微生物 来 说 ， 在 进化 的 起 源 上 更 为 接近 ， 并 且 基 础 细胞 生物 学 也 更 相似 。30 亿 年 前 细菌 和 真 
核 生物 就 发 生 了 趋 异 进化 ， 而 卷 椎 动物 和 昆虫 7 亿 年 前 才 产 生 分 化 ， 鱼 类 和 哺乳 动物 4.5 亿 
年 前 分 化 ， 不 同 种 显 花 植 物 仅 在 1. 5 亿 年 前 才 开始 分 化 。 

因为 所 有 的 显 花 植 物 都 有 着 相对 较 近 的 进化 关系 ， 我 们 可 以 再 次 选择 一 种 或 者 几 种 植物 
进行 详细 分 析 进 而 探索 这 一 大 类 物种 的 细胞 和 分 子 生物 学 。 分 子 生物 学 家 们 从 几 十 万 种 显 花 
植物 中 选 出 了 一 种 小 型 杂 草 十 字 花 科 植物 拟 南 芥 〈 图 1-46) 。 拟 南 芥 可 以 大 批量 的 种 植 在 
室内 ， 每 8 一 10 个 星期 可 以 产生 上 千 株 后 代 。 其 基因 组 大 约 有 1. 4 亿 个 碱 基 ， 是 酵母 的 11 
倍 ， 目 前 其 全 基因 序列 已 经 测 出 。 
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动物 细胞 的 代表 物种 : 线虫 、 果 晶 、 小 鼠 、 
人 


多 细胞 动物 占据 了 已 经 命名 的 大 多 数 生物 ， 并 且 是 大 
多 数 生物 学 研究 的 对 象 。 人 们 选择 4 个 物种 作为 最 初 的 分 
子 遗 传 学 模式 生物 ， 目 前 都 已 得 到 它们 的 全 序列 。 它 们 是 
秀丽 新 小 杆 线虫 (Caenorhapditis elegan), MMR Wh 
(Drosophila melanogaster)、 小 鼠 (Mus musculus) 和 人 
类 (Homo sapiens). 

C. elegan (图 1-47) 是 一 种 小 型 的 、 损 害 庄稼 的 线虫 
的 无 害 近 缘 种 。 由 于 其 生活 周期 仅 有 几 天 ， 适 合 于 遗传 学 
研究 ， 并 且 可 以 在 冰箱 中 以 生存 暂停 状态 无 限期 的 存活 。 
线虫 有 着 简单 的 身体 结构 ， 是 一 种 理想 的 模式 生物 ， 并 且 
有 着 机 械 式 的 精确 发 育 ， 可 以 由 一 个 受精 卵 发 育成 一 个 准 
确 含有 959 个 体 细胞 (还 有 一 定数 量 的 卵细胞 和 精子 细 
胞 ) 的 成 虫 一 一 所 有 的 动物 中 都 没有 这 种 不 同 寻 常 的 一 致 
了 性 。 目 前 我 们 已 经 根据 严格 的 方式 掌握 了 线虫 细胞 分 裂 、 
移动 以 及 改变 自身 形态 的 详细 数据 。 线 虫 的 基因 组 有 9700 
万 个 碱 基 ， 编 码 19 000 个 蛋白 质 ， 并 且 目 前 已 经 有 了 多 种 
突变 体 的 资源 ， 可 以 用 于 研究 特定 基因 的 功能 。 虽 然 线虫 
的 身体 结构 和 我 们 的 不 同 ， 但 其 体内 许多 保守 的 生物 学 机 
制 却 为 我 们 提供 了 了 解 人 体 多 种 进程 的 宝贵 模式 。 例 如 ， 
线虫 的 研究 使 我 们 了 解决 定 体内 细胞 数量 的 细胞 分 裂 和 细 
胞 死亡 的 过 程 一 -这 是 发 育 生物 学 和 癌症 研究 的 重要 
课题 。 

果 蝇 的 研究 为 养 椎 动物 发 育 学 提供 了 钥匙 
图 1-46 拟 南 并 一 一 研究 植物 分 子 


遗传 学 的 基本 模式 植物 果 蝇 (图 1-48) 作为 模式 生物 研究 的 时 间 远 远 长 于 其 
Clb Toni Hayden tthe john ws 他 物种 ， 实 际 上 ， 大 部 分 经 典 遗 传 学 都 是 建立 在 此 种 昆虫 
Foundation 许可 ) 的 研究 之 上 的 。 例 如 ， 在 80 多 年 前 ， 果 蝇 研 究 者 就 已 经 
通过 光学 显微镜 为 基因 〈 遗 传 信息 的 主要 单位 ) 存在 于 染 
色 体 上 提供 了 充足 的 证 据 ， 染 色 体 在 真 核 细胞 中 的 行为 是 相近 的 ， 但 其 功能 一 开始 还 未 知 。 
证 据 来 源 于 果 蝇 的 一 项 模式 生物 特征 一 一 巨 染 色 体 ， 该 染色 体 有 着 特异 的 花纹 外 形 ， 在 一 些 
果 蝇 细胞 中 可 见 〈 图 1-49)。 人 们 发 现 突变 果 蝇 家 族 中 遗传 信息 的 特殊 变化 ， 是 和 巨 染色 体 上 
某 个 花纹 的 改变 直接 相关 的 。 
近年 来 ， 相 对 于 其 他 生物 ， 果 蝇 更 多 的 为 我 们 提供 了 怎样 追踪 染色 体 DNA 中 的 跟 传 指 
令 和 成 熟 多 细胞 机 体 间 的 因果 关系 。 身 体 器 官 错位 的 果 蝇 突变 体 使 我 们 可 以 发 现 及 鉴定 控制 
身体 器 官 ， 如 肠 道 、 眼 睛 、 四 肢 或 其 他 部 分 在 身体 上 正确 定位 的 基因 。 如 果 参 与 上 述 调控 的 
基因 得 到 测序 ， 就 可 以 对 肴 椎 动物 的 基因 组 进行 比 对 寻找 同 源 基因 。 找 到 同 源 基因 后 ， 我 们 
就 可 以 通过 分 析 小 鼠 中 的 突变 体 进行 基因 功能 的 验证 。 最 终 的 结果 揭示 昆虫 和 疹 椎 动物 的 发 
育 的 分 子 机 制 有 着 令 人 证 异 的 相似 性 ， 这 一 点 我 们 将 在 本 书 的 后 续 章 节 中 讲 到 。 
ae 
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图 1-47 秀丽 新 小 杆 线虫 是 第 一 个 测定 全 基因 序列 的 多 细胞 生物 
这 种 小 的 线虫 ， 只 有 Imm 长 ， 生 活 在 泥土 中 ， 大 个 体 是 双 性 的 ， 可 以 同时 产生 精 六 和 卵子 


(经 lan Hope 许可) 


图 1-48 RAR 
对 应 这 种 果 蜡 的 研究 为 人 们 了 解 所 有 的 动物 是 怎样 由 一 个 受精 孵 发 育 为 成 熟 个 体 提供 了 有 力 T 
具 (摘自 EB Lewis, Science 221; cover, 1983. © AAAS. ) 
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， 它 也 是 一 个 重要 的 模式 生物 而 既然 了 解 背 椎 动物 的 分 子 遗 传 学 是 根本 目的 ， 为 什么 
不 进行 一 步 到 位 的 研究 呢 ? 为 什么 要 通过 研究 果 蝇 进行 间接 的 了 解 呢 ? 

果 蝇 由 一 个 受精 卵 发 育成 成 体 只 需 9 天 时 间 ; 饲养 果 蝇 要 比 任何 一 个 兰 椎 动物 要 容易 得 

多 ,并 且 基 因 组 要 小 得 多 ,只 有 1. 7 亿 个 碱 基 ， 而 人 基因 组 有 32 亿 个 碱 基 。 果 蝇 编 码 14 000 

个 蛋白 质 ， 有 着 许多 基因 的 突变 体 。 还 有 另外 一 个 更 深层 的 原因 ， 即 在 疹 椎 动物 中 难以 揭示 

A 
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几乎 每 个 真 核 生 物 基因 组 中 的 基因 都 有 同 源 物 存 在 ， 即 同一 基因 组 中 明显 的 相似 基因 ， 
它 的 出 现 一 定 是 基因 复制 的 产物 。 许 多 情况 下 ， 几 种 基因 在 整个 基因 组 中 的 比 对 结果 相似 ， 
表明 基因 是 以 连续 的 群体 而 不 是 一 个 单独 的 个 体 进行 复制 的 。 有 一 种 假设 来 解释 这 种 现象 ， 
在 疹 椎 动物 进化 初期 ， 全 基因 组 接连 进行 了 两 次 复制 ， 这 样 每 个 基因 就 有 了 4 个 拷贝 。 在 一 
SEAHAM, GaN, Mets AMR RE (其 中 还 包括 斑马 鱼 ， 一 种 目前 研究 比较 热 的 模式 生 
物 )， 预计 多 出 了 一 轮 复制 ， 每 个 基因 产生 了 8 个 拷贝 。 

由 于 长 期 进化 过 程 中 更 进一步 的 进化 变迁 ， 消 椎 动物 基因 组 进化 的 具体 过 程 还 不 是 很 清 
楚 。 起 始 相 同 的 基因 存在 着 分 化 ， 基 因 的 许多 拷贝 经 过 分 裂 性 的 突变 而 丢失 了 ; 一 些 拷贝 继 
续 着 开始 的 复制 ;每 一 个 背 椎 动物 家 族 的 分 支 物种 的 基因 组 都 重复 着 基因 重组 ， 最 终 打 破 了 
远古 的 最 初 基因 模式 。 两 个 相近 物种 间 的 仔细 比 对 ， 如 入 和 小 鼠 ， 显 示 出 在 峭 椎 动物 的 进化 
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图 1-49 SR BR E R tk 


由 于 DNA FERSEN RR FETT T EEM, Æ 1-50 $ (Xenopus) 的 两 种 种 类 


以 每 个 细胞 染色 体 中 都 含有 1000 个 相同 的 DNA 分 子 、 
并 且 都 对 齐 排列 。 这 使 得 它们 在 光学 显微镜 下 清晰 可 见 ， 
呈现 出 清晰 的 明暗 相间 的 花纹 。 特 定 的 花纹 代表 特定 基 
因 的 位 置 ， 丢 失 了 一 个 花纹 的 突变 果 蝇 显 示 出 丢失 相应 
基 内 的 表 型 。 转 录 迷 度 很 高 的 基因 其 位 置 振 现 一 种 泡 状 
形式 。 显微镜 下 暗 褐色 的 条 带 是 特殊 调控 蛋白 质 结合 
DNA 的 位 置 (摘自 B Zink and R. Paro, from R. Paro, 


Trends Genet. 6: 416~421, 1990. © Elsevier. ) 
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上 面 的 X. tropicalis 有 着 正常 的 二 倍 体 基 因 组 :下面 

的 XX. laevis 每 个 细胞 有 着 成 倍 的 DNA。 通 过 染色 体 的 

带 型 、 基 因 的 排列 以 及 基因 序列 的 对 比 ， 人 们 清楚 地 

了 解 到 高 倍 体 的 物种 是 由 全 基因 组 的 重复 而 进化 得 来 。 

这 种 重复 是 由 于 分 化 较 小 蛙 的 不 同 种 间 杂 交 产 生 的 

(摘自 E，Amaya，M. Offield, and R. Grainger, Trends 
Gen. 14; 253~255, 1998. ©Elsevier. ) 


史上 ， 染 色 体 经 常 融合 或 断裂 来 移动 DNA 的 大 片段 。 实 际 上 ， 就 像 我们 将 在 第 7 章 中 讲 到 
的 那样 ， 目 前 基因 组 的 格局 完全 有 可 能 是 许多 基因 组 片段 独立 复制 的 产物 而 不 是 整个 基因 组 
统一 复制 形成 的 。 

然而 可 以 确定 的 是 ， 在 进化 过 程 中 整个 基因 组 统一 复制 的 情况 也 是 随时 发 生 的 ， 我 们 还 
可 以 经 常 清楚 地 看 到 这 种 基因 组 复制 单元 。 例 如 ， 蛙 属 (Xenopus) 就 由 多 种 含有 2 倍 或 者 3 
倍 基 因 组 的 种 组 成 。 其 中 X. tropicalis 是 正常 的 双 倍 体 基因 组 ， 实 验 室 种 X. laevis 每 个 细胞 
有 重复 的 基因 组 ，DNA 是 正常 细胞 的 2 倍 ，X. rwwenzoriensis 是 6 售 体 细胞 (有 108 条 染色 
体 ， 而 X.Laevis 有 36 条 染色 体 )。 这 些 种 类 估计 都 是 在 1.2 亿 年 前 起 源 于 同一 个 种 
(图 1-50) 。 


基因 宛 余 对 于 遗传 学 家 来 说 是 个 大 问题 ， 但 却 为 进化 中 的 物种 提供 了 
机 会 


虽然 不 清楚 进化 的 具体 细节 ， 但 是 人 们 却 清楚 地 看 到 ， 在 消 椎 动物 的 基因 组 中 ， 大 多 数 
原来 相同 的 基因 目前 却 以 不 同 的 形式 存在 。 相 关 的 基因 可 以 为 了 某 些 目的 进行 功能 上 的 互 换 。 
这 种 现象 叫做 基因 宛 余 。 这 对 于 那些 奋力 研究 基因 进化 的 特殊 过 程 的 科学 家 来 说 是 个 头疼 的 
问题 。 如 果 基 因 A 突变 后 没有 产生 表 型 ， 我 们 也 不 能 说 它 是 功能 不 相关 的 一 -有 种 可 能 是 此 
基因 和 其 相关 基因 有 着 相同 的 功能 ， 这 样 即 使 基因 A 突变 后 也 不 会 失去 正常 的 功能 (就 像 一 
架 坏 了 其 中 一 台 引擎 的 客机 照样 飞行 一 样 )。 果 蝇 重复 基因 组 相对 较 少 ， 基 因 重复 也 较 少 ， 所 
以 分 析 起 来 就 显得 比较 顺利 ， 单 个 基因 功能 可 以 通过 此 基因 的 突变 直接 看 到 就 像 单 引擎 的 
飞机 引擎 坏 掉 之 后 就 不 能 再 飞行 了 一 样 )。 


基因 G， 基因 G， WWG, MEIG, 


m 一- E Hx | x 
sag = x E nxn X 
WWG, 基因 G: MHG, 基因 G; 
arm 现代 物种 FREKO, 丢失 基因 G， EAMG AIG, 
基因 复制 引起 的 进化 现代 物种 的 突变 表 型 


图 1-51 基因 复制 对 于 研究 基因 功能 的 突变 分 析 的 后 果 
在 这 个 假设 的 例子 中 ， 祖 先 多 细胞 物种 有 基因 G 的 单 拷贝 ， 此 基因 在 身体 的 多 个 位 置 发 挥 功能 ， 以 绿色 标 出 。(A) 经 
过 基因 重复 ， 子 代 生 物 有 了 基因 G 的 两 个 拷贝 ，G; 和 Gz 。 它 们 在 其 作用 位 置 的 表达 多 少 有 些 不 同 ， 但 依旧 保持 了 重要 
作用 的 相同 。 在 一 些 位 置 ， 它 们 共同 表达 ， 每 个 拷贝 独立 地 行使 其 祖先 基因 G 所 执行 的 功能 交替 的 绿色 和 黄色 条 ); 
在 另 一 些 位 置 ， 它 们 各 自 表达 行使 新 的 功能 。(B) 由 于 功能 的 重 故 ， 一 个 拷贝 的 突变 〈 红 色 十 字 ) 只 能 揭示 其 一 部 分 功 
能 ， 只 有 两 个 拷贝 的 双 突变 才能 说 明 此 基因 行使 的 全 部 功能 。 同样 的 原理 也 适用 于 在 同一 位 置 ( 如 在 单 细胞 物种 中 ) 
的 重复 基因 ， 它 们 一 同 作用 或 者 分 别 在 不 同 的 环境 中 发 挥 作用 。 因 此 ， 基 因 重 复 复杂 了 所 有 物种 中 的 遗传 分 析 
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及 地 质 年 代 。 估 计时 间 是 根据 正 向 同 源 蛋 白质 氨基 酸 序列 的 
比 对 建立 的 ; 一 对 动物 独自 进化 的 时 间 越 长 ， 氨 基 酸 的 同 源 
性 越 低 。 对 于 多 种 不 同 蛋白 质数 据 取 平均 值得 到 最 终 的 估计 
时 间 ， 时 间 刻 度 也 已 按照 化 石 证 据 进 行 标 记 。 例如， 哺乳 动 
物 和 鸟 类 的 最 后 一 个 共同 祖先 出 现在 3.1 亿 年 前 。 右 边 的 图 
表示 了 一 个 特定 蛋白 质 〈 任 意 选 择 ) 血红 蛋白 质 的 a 链 
的 序列 差异 度 。 注 意 虽然 这 种 蛋白 质 的 总 体 趋势 是 随 着 时 间 
的 增 大 其 差异 度 也 增 大 ， 但 也 有 一 些 不 规则 的 地 方 。 这 些 反 
映 了 进化 过 程 的 随机 性 ， 也 有 可 能 是 自然 选择 使 得 一 些 有 着 
特殊 生理 需求 的 物种 的 血红 重 白质 序列 改变 速度 加 快 。 平均 
来 说 ,在 任何 一 个 特定 进化 谱系 中 ， 血 红 蛋 白质 每 一 亿 年 在 
100 个 氨基 酸 中 生 改 变 ， 一 些 有 着 严格 功能 限制 的 
KE, ee 慢 得 多 ， 还 有 一 些 蛋白 质 进 化 速度 是 血 
红 蛋 白质 的 5 售 。 所 有 的 这 些 都 给 分 化 时 间 的 估计 带 来 了 不 
确定 性 ,一 些 专家 认为 哺乳 动物 的 分 化 时 间 要 比 所 示 的 晚 
6000 万 年 (摘自 S Kumar and S.B. Hedges, Nature 392: 
917~920, 1998) 


基因 组 重复 为 复杂 生物 形式 的 出 现 提 
供 了 可 能 ;， 它 使 物种 有 着 丰富 的 闲置 基因 ， 
可 以 为 特殊 的 演化 目的 进行 突变 。 有 可 能 
一 个 拷贝 富 集 于 肝脏 中 ， 而 另 一 个 富 集 于 
脑 中 发 挥 另 一 项 功能 。 宛 余 基因 按照 这 种 
方式 制造 复杂 性 和 多 变性 。 当 这 些 基因 执 
行 多 种 功能 时 ， 就 不 会 显得 元 余 了 。 然 而 ， 
通常 当 基 因 执 行 特 殊 功 能 时 ， 它 们 还 必须 
同时 执行 自身 的 核心 功能 。 单 个 基因 的 突 
变 只 能 引起 相对 较 小 的 变化 ， 仅 揭示 基因 
的 一 小 部 分 功能 (图 1-51)。 在 浓 椎 动物 的 
分 子 生物 学 中 ， 普 遍 存在 有 着 多 种 功能 的 
基因 家 族 功能 的 重合 现象 ， 这 些 我 们 以 后 
还 会 再 提 到 。 


小 鼠 是 哺乳 动物 的 模式 生物 


哺乳 动物 的 基因 数量 一 般 是 果 蝇 的 3 
或 4 倍 ， 基 因 组 是 其 20 倍 ， 成 体 细胞 数量 
是 其 百 万 到 亿 万 倍 。 就 基因 组 大 小 、 功 能 、 
细胞 生物 学 以 及 分 子 机 制 来 说 ， 哺 乳 动物 
是 生命 体 的 高 级 形式 。 从 解剖 学 上 讲 ， 哺 
屯 动物 间 主 要 是 大 小 的 差别 ， 很 难 发 现 人 
体 缺少 某 种 大 象 或 小 鼠 中 的 器 官 ， 反 之 亦 
然 。 进 化 任意 地 改变 了 外 形 , 但 是 它 无 法 
改变 结构 上 的 逻辑 性 。 

如 果 要 得 到 两 种 哺乳 动物 种 类 之 间 确 
切 的 遗传 差异 ， 我 们 可 以 对 其 相应 (或 同 
源 的 ) 基因 或 其 编码 的 氨基 酸 序列 进行 比 
对 。 其 结果 千差万别 。 但 一 般 认 为 ， 如 果 
我 们 对 某 种 人 类 和 蛋白质 和 其 他 物种 的 同 源 
蛋白 质 比 对 进行 排序 的 话 ， 那 么 ， 一 种 人 
类 蛋白 质 和 大 象 中 同 源 蛋 白质 有 85% 的 相 
似 性 ， 和 鸟 类 有 70% 的 相似 性 ， 差 异性 是 
前 者 的 2 倍 ， 原 因 是 鸟 类 和 哺乳 动物 早 于 
大 象 和 人 分 支 前 2 倍 的 时 间 就 已 产生 了 分 
化 (图 1-52). 

小 鼠 由 于 体积 小 、 易 喂养 ， 所 以 成 了 
研究 消 椎 动物 分 子 遗 传 学 最 初 的 模式 物种 。 
人 们 现 已 得 到 了 许多 自然 突变 的 小 鼠 ， 弥 


补 了 人 类 缺乏 相应 的 突变 (图 1-53)。 而 且 现 在 也 产生 了 通过 制造 突变 体 来 测定 某 种 小 鼠 基 因 
或 基因 组 非 编码 区 功能 的 方法 ， 这 些 我 们 下 面 将 会 讲 到 。 
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图 1-53 人 类 和 小 鼠 : 相似 的 基因 ， 相 似 的 发 育 过 程 
图 示 的 小 孩 和 小 鼠 额 头 有 着 相似 的 白班 ， 都 是 由 于 同一 个 基因 (叫做 ee) 的 突变 造成 的 ， 此 基因 是 色 
素 细胞 发 育 过 程 中 所 必需 的 (摘自 R. A. Fleischman. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 10885~ 10889, 


1991. © National Academy of Sciences) 


特殊 定做 的 突变 体 小 鼠 为 细胞 生物 学 家 们 提供 了 宝贵 的 信息 。 它 们 为 我 们 揭示 了 特定 突 
变 对 于 不 同 背 景 宿主 的 影响 ， 同 时 验证 了 基因 在 被 影响 到 的 不 同 种 类 细胞 内 的 作用 。 


人 类 可 以 报道 自身 的 特性 


当然 ， 人 们 对 于 自身 的 基因 组 有 着 特殊 的 兴趣 。 我 们 希望 了 解构 成 自身 的 所 有 部 分 ， 并 
了 解 它们 是 怎么 工作 的 。 但是， 即使 你 是 一 只 小 鼠 ， 已 经 弄 清 楚 了 自身 的 分 子 生物 学 机 制 ， 
人 类 依旧 是 一 个 诱 人 的 模式 遗传 学 物种 ， 因 为 他 具有 以 下 名 通过 医学 检查 和 自我 报告 ， 
人 们 能 够 把 自身 的 遗传 (或 其 他 的 ) 训 乱 编目 。 人 类 的 种 群 是 庞大 的 ， 目 前 已 有 60 亿 和 人口， 
这 种 自 存档 的 特点 意味 着 人 类 突变 体 有 一 个 庞大 的 人 类 全 基因 组 最 近 刚 得 到 草图 ， 
有 超过 30 亿 个 碱 基 ， 这 使 得 人 们 可 以 更 容易 地 精细 研究 何 种 基因 导致 人 类 的 突变 特征 。 

我 们 大 体 了 解 人 类 、 小 鼠 、 果 蝇 、 线 虫 、 酵 母 、 植 物 以 及 细菌 ， 通 过 基因 序列 比 对 勾画 
出 两 种 模式 物种 的 相关 性 ， 我 们 可 以 拓展 对 于 它们 所 有 物种 的 了 解 程度 。 


精确 来 说 我 们 所 有 人 都 是 不 同 的 


人 类 基因 组 精确 来 说 是 什么 呢 ? 谁 的 基因 组 ? 平均 来 算 ， 两 个 不 同 的 人 类 个 体 DNA 序列 上 
每 1000 个 碱 基 就 会 有 一 到 两 个 不 同 。 人 类 基因 组 计划 从 一 小 部 分 匿名 者 中 随意 选取 DNA 进行 
测序 。 人 类 基因 组 〈 整 个 人 类 的 基因 组 ) 确切 地 来 说 ， 是 一 个 更 为 复杂 的 概念 ， 包 括 各 种 各 样 
的 已 经 存在 于 人 类 之 中 或 者 继续 通过 有 性 生殖 交换 和 重 排 的 基因 集合 。 我 们 期 望 最 终 也 可 以 记 
录 这 些 变化 。 例 如 ， 对 于 这 些 知识 的 掌握 可 以 让 我 们 了 解 为 什么 一 部 分 人 易于 感染 某 种 疾病 ， 
部 分 对 另 一 种 疾病 免疫 力 较 低 ; 为 什么 一 些 于 某 种 药物 成 良性 反应 ， 而 另 一 部 分 呈 不 
和 良 反 应 。 这 些 还 能 为 我 们 的 历史 研究 提供 更 新 的 线索 ， 研 究 我 们 祖先 的 种 群 迁移 行为 ， 他 们 所 
患 的 传染 病 ， 以 及 他 们 的 日 常 饮食 。 所 有 这 些 都 在 人 类 社会 的 基因 中 留 下 了 痕迹 。 

这 些 知识 为 我 们 干涉 自然 界 的 行为 提供 了 动力 ， 对 于 人 类 ， 可 以 避免 或 者 预防 疾病 ， 对 
于 植物 ， 可 以 产生 更 好 的 植株 ; 对 于 细菌 ， 可 以 为 我 们 所 用 。 由 于 所 有 物种 的 遗传 信息 都 以 
-种 语言 存储 的 ， 所 以 上 述 这 些 生物 学 事件 都 是 相关 的 。 分 子 生物 学 家 们 通读 以 及 译 码 遗 传 
信息 的 能 力 已 经 开始 改变 我 们 这 个 世界 的 各 种 关系 。 下 一 章节 我 们 将 介绍 细胞 生物 学 ， 我 们 
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希望 你 们 能 够 理解 这 项 科学 ， 有 可 能 的 话 请 投入 到 21 世纪 这 项 伟大 的 科学 事业 中 来 。 


小 结 


真 核 细胞 可 以 把 它们 的 DNA 包 衷 到 一 个 独立 的 膜 包 训 单元 一 细胞核 中 。 它 们 有 负责 
移动 的 细胞 骨架 ， 可 以 进行 消化 和 分 泌 的 精细 细胞 内 结构 ， 吞 噬 其 他 细胞 的 功能 (许多 物种 


中 )， 以 及 依赖 于 线粒体 的 氧化 机 制 。 
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拥挤 的 细胞 质 。 这 幅 只 显示 大 分 子 物 质 的 按照 


比例 放大 的 图 像 ， 给 予 我 们 一 个 较 
好 的 有 关 细 胞 质 是 非常 拥挤 的 印象 。 蓝 色 的 是 RNA， 绿 色 的 是 核糖 体 ， 红 色 的 是 蛋 
白质 (改编 自 D S. Goodsell, Trends Biochem. Sci. 16; 203 一 206. 1991. ) 


2 细胞 的 化 学 和 生物 合成 


细胞 的 化 学 组 成 
催化 作用 和 细胞 利用 能 量 
细胞 怎样 从 食物 中 获取 能 量 


乍 一 看 ， 我 们 很 难 相信 上 一 章 所 介绍 的 每 种 生物 都 只 不 过 是 一 个 生物 系统 。 很 多 种 生命 
形式 ， 它 们 有 功能 的 行为 以 及 它们 生长 和 繁殖 的 能 力 都 似乎 不 同 于 化 学 上 通常 所 介绍 的 固体 、 
液体 和 气体 世界 。 事 实 上 ， 直 到 19 世纪 人 们 还 认为 动物 含有 活力 元 素 一 一 泛 灵 素 ， 独 特地 负 
责 动物 的 不 同性 质 。 

我 们 现在 知道 不 存在 违背 化 学 和 物理 规律 的 生物 体 。 然 而 ， 生 命 化 学 事实 上 是 一 种 特殊 
的 化 学 。 第 一 ， 生 命 化 学 主要 以 碳化 合 物 为 基础 ， 而 碳化 合 物 的 研究 称 为 有 机 化 学 。 第 二 ， 
细胞 含有 70% 的 水 分 。 生 命 几乎 完全 依赖 于 水 溶液 里 的 化 学 反应 。 第 三 ， 最 重要 的 是 ， 细 胞 
化 学 非常 复杂 。 即 使 最 简单 的 细胞 在 化 学 方面 比 任何 其 他 已 知 的 化 学 系统 要 复杂 得 多 。 尽 管 
细胞 含有 许多 种 小 的 含 碳 分子 ， 细 胞 中 大 部 分 碳 原子 被 合并 成 巨大 的 多 聚 体 分 子 一 一 头 尾 相 
接 的 化 学 亚 基 链 。 正 是 这 些 大 分 子 的 独特 性 质 才 使 得 细胞 和 生物 体 生 长 和 繁殖 ， 同 时 做 生命 
所 特有 的 所 有 其 他 事情 。 


细胞 的 化 学 组 成 


物质 是 由 元 素 组 合 而 成 ， 元 素 是 指 不 能 通过 化 学 手段 分 解 或 转化 成 其 他 物质 的 物质 ， 如 
氨 或 碳 。 元 素 中 能 保持 其 特有 化 学 性 质 的 最 小 颗粒 是 原子 。 然 而 ， 除 了 单纯 元 素 外 ， 物 质 
(包括 形成 活 细胞 的 材料 ) 的 特征 取决 于 其 原子 一 起 成 群 连 接 以 形成 分 子 的 方式 。 因 此 ， 为 了 
理解 生物 是 如 何 由 无 机 物质 构建 的 ， 关 键 是 要 知道 所 有 的 化 学 键 是 如 何 形成 的 ， 化 学 键 使 分 
子 中 的 原子 聚集 在 一 起 。 


细胞 是 由 几 种 原子 构成 的 


每 个 原子 (atom) 的 中 央 有 一 个 带 正 电荷 的 核 ， 在 离 核 的 一 定 距 离 处 ， 核 被 一 层 带 负电 
荷 的 电子 (electron) 环绕 ， 这 些 电子 通过 核 的 静电 吸引 被 固定 在 一 系列 的 轨道 上 。 核 是 由 两 
种 亚 原子 颗粒 构成 的 : 带 正 电荷 的 质子 〈proton) 和 不 带电 荷 的 中 子 。 原 子 核 的 质子 数 决定 
原子 序数 。 氢 原子 的 原子 核 只 有 一 个 质子 ， 所 以 原子 序数 为 1 的 氢 是 最 轻 的 元 素 。 碳 原子 的 
BA 6 个 质子 ， 它 的 原子 序数 则 为 6 图 2-1)。 每 个 质子 所 带电 荷 正 好 与 每 个 电子 的 电荷 数 
相等 ， 电 性 相反 。 因 为 每 个 原子 是 电 中 性 的 ， 所 以 围绕 核 的 电子 数 与 核 质子 数 相 等 。 因 此 ， 
一 个 原子 的 电子 数 也 等 于 原子 序数 。 正 是 这 些 电子 决定 了 原子 的 化 学 性 质 ， 一 个 指定 元 素 的 
所 有 原子 都 具有 相同 的 原子 序数 。 

中 子 (neutron) 是 质量 与 质子 基本 相同 的 不 带电 荷 的 亚 原子 颗粒 。 中 子 有 助 于 稳定 核 的 
结构 一 一 如 果 中 子 数 过 多 或 过 少 的 话 ， 核 就 会 经 放射 性 衰变 而 裂变 。 但 中 子 并 不 改变 原子 的 


48 。 


3 ARF 
原子 序数 -6 原子 序数 =1 
图 2-1 一 个 碳 原子 和 一 个 氢 原 子 的 高 度 图 解 表示 法 
尽管 图 中 的 电子 以 单个 颗粒 标 出 ， 事 实 上 它们 的 行为 由 量子 力学 定律 控制 的 ， 无 法 准确 地 预测 在 任何 
指定 时 刻 电子 的 位 置 。 除 了 氧 原子 外 ， 每 一 个 原子 的 核 是 由 带 正 电荷 的 质子 和 电 中 性 的 中 子 组 成 。 一 
个 原子 的 电子 数 等 于 其 质子 数 〈 原 子 数 )， 所 以 原子 不 带电 荷 。 事 实 上 ， 中 子 、 质 子 和 电子 相对 于 原子 
整体 而 言 是 微小 的 ， 它 们 的 大 小 在 图 中 被 大 大 地 伟大 了 。 此 外 ， 核 的 直径 只 有 电子 云 的 大 约 10- 


化 学 性 质 。 因 此 ， 元 素 能 以 几 种 物理 性 质 不 同 而 化 学 形式 相同 的 形式 存在 ， 这 些 形式 的 元 素 
称 为 同位 素 。 每 种 同位 素 的 中 子 数 不 同 ， 而 原子 数 相同 。 自 然 界 几乎 存在 所 有 元 素 的 多 种 同 
位 素 ， 包 括 一 些 不 稳定 的 元 素 。 例如， 地球 上 存在 的 大 多 数 碳 是 稳定 的 同位 素 碳 12 (6 个 质 
子 和 6 个 中 子 )， 但 也 有 少量 的 不 稳定 同位 素 ， 即 放射 性 的 碳 14 (6 个 质子 和 8 NED. W 
14 以 缓慢 而 稳定 的 速率 发 生 放射 性 误 变 。 这 是 被 称 为 碳 14 年 代 鉴定 技术 的 基础 。 该 技术 在 
考古 学 中 被 用 来 确定 有 机 物质 的 起 源 时 间 。 

一 个 原子 的 原子 质量 (atomic weight)， 或 分 子 的 
分 子 质量 (molecular weight) 是 该 原子 相对 于 氧 原子 一 摩尔 是 Xe 物 质 ，X 是 其 相 
的 质量 。 因 为 电子 非常 轻 ， 可 以 忽略 不 计 ， 所 以 原子 | 。 对 分 子 最 (分 了 质量 )。 mol 
质量 或 分 子 质量 基本 等 于 该 原子 或 分 子 所 含有 的 原子 “| POONAM. 


和 中 子 数 。 因 此 碳 的 主要 同位 素 的 原子 质量 是 12， 标 1mol 碳 重 12g, 

记 为 *C， 而 刚 谈 过 的 不 稳定 同位 素 的 原子 质量 是 14, -摩尔 葡 葡 精 重 180g 

写 为 "*C。 原 子 或 分 子 的 质量 常 以 道 尔 顿 《Da》 为 单 TERENE. 

位 ，1Da 即 一 个 原子 的 质量 单位 ， 大 约 等 于 一 个 氧 原 摩尔 溶液 具有 1 溶液 含有 1mol 

子 的 质量 物质 的 浓度 。 例 如 ， 一 摩尔 深 
液 ( 表 示 为 Imol) 的 葡萄 精 具 有 

原子 非常 小 ， 以 至 于 无 法 想像 其 大 小 。 单 个 碳 原 180mg/L， 而 一 毫 摩尔 洲 液 
子 的 直径 大 于 0. 2nm， 将 500 万 个 碳 原子 排 成 一 条 直 (lmmol) 具 有 180meg/L。 


BA lmm。 一 个 质子 或 中 子 大 约 重 1/(6X 103)g， 所 
以 lg ABA 6 X 103 个 原子 。 这 个 巨大 数字 6X10", 
称 为 阿 伏 加 德 罗 常数 〈Avogadro's number)， 它 是 描 
述 常 规 质 量 和 单个 原子 或 分 子 质量 的 关键 标 度 因子 。 
如 果 一 种 物质 的 分 子 质量 为 X， 则 6X10” 个 分 子 的 该 

物质 的 质量 为 Xg。 该 数量 称 为 Imol 的 该 物质 (图 2-2) 。 

自然 界 中 存在 92 种 元 素 ， 每 种 元 素 的 原子 都 含有 不 同 于 其 他 元 素 的 质子 数 和 电子 数 。 然 

而 ， 生 物体 只 由 少数 元 素 构成 ， 其 中 4 种 , BE CO). A CHD, MCN) MA (O) 占 生 物体 
.49 。 


克 的 标准 缩写 是 g， 升 的 缩写 是 L 


图 2-2 摩尔 和 摩尔 溶液 


重量 的 96. 5%。 这 种 组 成 完全 不 同 于 非 生物 的 无 机 环境 (图 2-3)， 同 时 也 是 一 种 特殊 的 化 学 
证 据 。 表 2-1 中 列 有 生物 体内 最 常见 元 素 和 一 些 原子 特征 。 
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图 2-3 某 些 化 学 元 素 在 非 生命 世 界 WR) 中 的 丰 度 与 它们 在 动物 组 织 中 的 丰 度 的 比较 
每 一 种 元 素 的 丰 度 以 占 样品 中 存在 的 原子 总 数 的 百分比 表示 。 因 此 ， 生 物体 中 约 50 吕 的 原子 是 氧 原子 。 
图 中 的 概括 排除 了 矿 化 组 织 〔 如 骨 和 牙齿 )， 因 为 它们 含有 大 量 的 无 机 钙 盐 和 砚 。 元 素 的 相对 丰 度 在 所 有 

生物 体 中 是 相似 的 


表 2-1 活 组 织 内 含量 最 丰富 的 元 素 的 原子 特征 


生物 组 织 中 的 常见 元 素 


元 素 质子 PF 电子 原子 序数 原子 质量 
a H 1 0 1 1 1 
K c 6 6 6 6 12 
ES N 7 7 7 7 14 
氧 o 8 8 8 8 16 
稀有 元 案 
7K 质子 中 子 电子 原子 序数 原子 质量 
钠 Na il 12 u 11 23 
4 Mg 12 12 12 12 24 
wm P 15 16 15 15 31 
wi S 16 16 16 16 32 
a a 17 18 17 17 35 
kd K 19 20 19 19 39 
5 Ca 20 20 20 20 40 


最 外 层 电子 决 定 原子 的 作用 方式 


为 了 理解 原子 如 何 结合 在 一 起 形成 分 子 〈 分 子 形成 生物 体 )， 我 们 必须 特别 注意 电子 。 核 
中 质子 和 中 子 互 相 紧密 连接 ， 只 有 在 极端 条 件 〈 如 放射 性 训 变 或 太阳 内 部 或 核反应 堆 内 部 ) 
才 改 变 其 配 体 。 在 活 组 织 中 ， 只 有 原子 的 电子 才 进行 重 排 。 电 子 形成 原子 的 外 部 ， 它 们 决定 
与 哪些 原子 结合 形成 分 子 。 

电子 围绕 着 核 不 停 地 运动 ， 但 这 种 亚 显 微 水 平 的 运动 遵循 不 同 于 我 们 日 常生 活 所 熟悉 的 
法 规 。 这 些 法 则 规定 原子 中 的 电子 只 存在 于 被 称 为 轨道 的 某 些 不 连续 的 状态 ， 某 个 特定 的 轨 
道 只 能 容纳 有 限 的 电子 ， 即 所 谓 的 电子 层 。 

一 般 最 靠近 带 正 电荷 的 核 的 电子 与 核 之 间 的 吸引 力 最 强 ， 占 据 最 里 且 结合 最 紧 的 电子 层 ， 
该 电子 层 最 多 能 容纳 2 个 电子 、 第 二 电子 层 离 核 远 些 ， 电 子 的 结合 也 更 松 些 ， 最 多 能 容纳 8 
个 电子 。 第 三 电子 层 的 电子 结合 更 松 些 ， 也 最 多 能 容纳 8 个 电子 。 第 四 和 第 五 电子 层 均 能 容 
纳 18 个 电子 。 生 物 分 子 中 很 少 含有 多 于 4 个 电子 层 的 原子 。 

当 所 有 电子 均 处 于 结合 最 紧密 的 状态 〈 即 占据 最 内 层 ) 时 ， 原 子 的 电子 排列 最 稳定 。 因 
此 ， 除 了 更 大 原子 的 某 些 例外 ， 原 子 的 电子 按 顺序 充满 轨道 一 一 第 一 电子 层 、 第 二 电子 层 、 
第 三 电子 层 等 。 最 外 电子 层 完全 充满 电子 的 原子 特别 稳定 ， 因 此 不 发 生化 学 反应 。 这 些 原子 
有 和 氮 (2 个 电子 )、 氛 (2 十 8 个 电子 ) MM (2 十 8 十 8 个 电子 )， 这 些 都 是 惰性 气体 。 然 而 
BAT 1 个 电子 ， 因 此 其 电子 层 为 半 充满 ， 其 反应 性 很 强 。 同 样 ， 活 组 织 中 其 他 原子 都 含有 
未 充满 的 外 电子 层 ， 因 此 能 够 相互 给 出 、 接 受 或 共享 电子 ， 从 而 形成 分 子 和 离子 (图 2-4) 。 
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图 2-4 某 些 常见 元 素 中 充满 和 未 充满 的 电子 层 
生物 体内 所 有 的 常见 元 素 具有 未 充满 的 最 外 电子 层 〈 红 色 )， 因 此 能 参与 和 其 他 原子 的 化 学 反应 。 
为 了 比较 ， 图 中 标 出 了 某 些 只 具有 充满 的 电子 层 〈 黄 色 ) HÉR: 这 些 元 素 不 具有 化 学 反应 性 
因为 未 充满 的 电子 层 不 如 已 充满 的 电子 层 稳定 ， 含 有 未 充满 的 外 电子 层 很 容易 通过 获得 
或 丢失 足够 的 电子 和 其 他 原子 作用 ， 从 而 获得 充满 的 外 电子 层 。 这 种 电子 交换 可 以 通过 原子 
之 间 的 电子 转移 或 原子 之 间 的 电子 共享 来 实现 。 这 两 种 策略 产生 了 两 种 化 学 键 (chemical 
bond): 离子 键 (一 个 原子 向 另 一 原子 供给 电子 ) 和 共 价 键 ( 两 个 原子 共用 一 对 电子 ) 
(图 2-5) .电子 对 的 共用 经 常 是 不 平等 的 ， 存 在 着 原子 间 的 部 分 转移 ， 这 种 中 间 策略 产生 了 极 
性 共 价 键 。 我们 将 在 以 后 介绍 极 性 共 价 键 。 
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图 2-5 共 价 键 和 离子 键 的 比较 
原子 能 通过 彼此 的 相互 作用 获得 其 最 外 电子 层 内 更 为 稳定 的 电子 排列 。 离子 键 是 当 电 子 从 一 个 原子 转移 到 
另 一 个 原子 时 形成 的 。 共 价 键 是 当 原子 之 间 共 用 电子 时 形成 的 。 图 中 所 示 的 两 个 例子 代表 极端 的 离子 ; 共 
价 键 经 常 是 通过 电子 的 部 分 转移 〈 电 子 层 的 不 均匀 共用 ) 形成 ， 从 而 产生 极 性 共 价 键 〈 图 2-43) 


氧 原子 只 需 一 个 电子 就 可 以 充满 其 电子 层 ， 一 般 通 过 电子 共用 获得 另 一 个 电子 ， 从 而 与 
另 一 个 原子 形成 一 个 共 价 键 ; 在 多 数 情况 下 ， 该 共 价 键 是 极 性 的 。 活 细胞 中 最 常见 的 其 他 元 
K—C. NAO (具有 未 充满 的 第 二 电子 层 )， 以 及 P 和 S (具有 未 充满 的 第 三 电子 层 ) 
(图 2-4) ,通常 通过 形成 几 个 共 价 键 来 共用 电子 和 充满 带 8 个 电子 的 外 电子 层 。 为 充满 其 外 电 
子 层 ， 原 子 必须 获得 或 丢失 (共用 或 转移 ) 的 电子 数 被 称 为 化 合 价 。 

外 电子 层 在 决定 元 素 的 化 学 性 质 中 起 着 关键 作用 ， 这 说 明 当 原子 按 原 子 序数 排列 时 ， 会 
周期 性 地 出 现 具有 相似 性 质 的 元 素 。 例 如 ， 只 含有 一 个 电子 的 第 二 电子 层 的 元 素 与 第 二 电子 
层 充满 而 带 一 个 电子 的 第 三 电子 层 的 元 素性 质 相似 。 例 如 ， 金 属 的 未 充满 电子 层 只 含有 一 个 
或 几 个 电子 ， 而 惰性 气体 含有 充满 的 外 电子 层 。 


电子 的 获得 和 丢失 形成 离子 键 


除了 已 充满 的 外 电子 层 还 含有 一 个 或 两 个 电子 的 元 素 ， 或 只 需 一 个 或 两 个 电子 就 充满 外 
电子 层 的 元 素 最 可 能 形成 离子 键 。 这 些 元 素 常常 更 容易 通过 与 另 一 个 原子 之 间 的 电子 转移 而 
不 是 电子 共用 获得 完全 充满 的 外 电子 层 。 例如， 从 图 2-4 我 们 可 以 看 到 钠 (Na) 原子 (原子 
序数 为 11) 通过 失去 第 二 电子 层 外 的 一 个 电子 能 形成 充满 的 电子 层 。 而 氯 〈Cl) 原子 〈 原 子 
序数 为 17) 通过 获得 一 个 电子 ， 能 充满 其 外 电子 层 。 因 此 ， 如 果 Na 原子 碰 到 Cl 原子 。Na 
原子 上 的 一 个 电子 会 转移 到 Cl 原子 上 ， 从 而 使 得 两 个 原子 都 具有 充满 的 外 电子 层 。 和 柔软 而 反 
应 性 强 的 金属 钠 和 绿色 的 毒气 氯 结合 的 产物 是 食盐 (NaCl) 。 

当 电 子 从 Na 转移 到 Cl 时 ， 两 个 原子 都 成 为 带电 荷 的 离子 (ion)。 失 去 一 个 电子 的 钠 原 
子 的 电子 比 核 中 的 质子 少 一 个 ;因此 ， 它 带 有 一 个 正 电荷 (Na* )。 获 得 一 个 电子 的 Cl 原子 
的 电子 比 质子 多 一 个 ， 带 有 一 个 负电 荷 〈CL )。 带 正 电荷 的 离子 称 为 阳离子 ， 带 负电 荷 的 离 
子 称 为 阴离子 。 按 照 失去 或 得 到 的 电子 数 ， 离 子 可 进一步 划分 。 钠 (Na) ABR CK) 可 以 丢 
失 1 个 电子 ， 从 而 可 形成 带 1 个 正 电荷 的 阳离子 (Na+ 和 K* )， 而 镁 和 钙 可 以 丢失 2 个 电子 ， 

bot 


从 而 形成 带 2 个 正 电荷 的 阳离子 (Mg 和 Ca ) 
因为 Na+ 和 CL 所 带 的 电荷 相反 ， 它 们 互相 吸引 ， 因 而 以 离子 键 Conic bond) 结合 。 盐 
晶体 含有 极 大 量 的 Nat 和 Cl” Omm 宽 的 晶体 中 含有 大 约 2X108 个 Nar AICI), 这些 Nat 
和 Cl 被 一 起 填充 在 精确 的 三 维 排列 中 ， 与 之 相反 的 电荷 被 准确 地 平衡 〈 图 2-6)。 只 靠 离子 
键 结合 的 物质 (如 NaCl) 通常 称 为 盐 ， 而 不 是 分 子 。 离 子 键 只 是 存在 于 原子 之 间 的 几 种 非 共 
价 键 中 的 一 种 ， 我 们 将 会 遇 到 其 他 的 例子 。 


EOG 


钠 原子 (Na) 气 原 子 (CD) 负离子 (Na) FCI), 
气 化 钠 (NaCl) 


图 2-6 氧化 钠 : 一 个 离子 键 形成 的 例子 

(A) 一 个 钠 Na) 原子 与 一 个 毛 CD 原子 反应 。 每 个 原子 的 电子 按 它们 的 不 同 能 量 水 平 以 图 解 的 方式 表示 ， 
(未 充满 ) 的 电子 层 的 电子 为 红色 。 该 反应 发 生 时 ， 钠 上 的 单个 电子 转移 到 握 ， 形 成 两 个 

带电 荷 的 原子 或 离子 ， 每 个 原子 在 其 最 外 电子 层 具有 充满 的 电子 。 带 有 相反 电荷 的 两 个 离子 通过 静电 吸引 结合 

到 一 起 。(B) 钠 和 和 氧 之 间 的 反应 产物 ， 即 结晶 的 氧化 钠 ， 是 由 钠 离子 和 氧 离子 组 成 的 ， 这 些 离子 以 规则 的 排 

列 紧密 填充 在 一 起 ， 在 该 排列 中 电荷 被 准确 地 平衡 。(C) 氧化 钠 唱 体 的 照片 

因为 水 和 离子 之 间 能 发 于 有 利 的 相互 作用 ， 水 可 大 大 地 减弱 离子 键 ， 因 此 许多 盐 (包括 
NaCl) 是 高 度 水 溶性 的 ， 解 离 成 单个 离子 (如 Nat 和 Cl )， 每 个 离子 被 一 群 水 分 子 围绕 。 
相反 ， 共 价 键 的 强度 不 受 水 的 影响 。 


共 价 键 是 通过 共用 电子 对 形成 的 


细胞 的 所 有 特征 取决 于 它 所 含有 的 分 子 。 分 子 (molecule) 是 指 由 共 价 键 (covalent 
bond) 连接 的 一 群 原子 。 在 共 价 键 中 ， 原 子 之 间 共 用 电子 对 ， 从 而 充满 外 电子 层 ， 而 不 是 原 
子 之 间 的 电子 转移 。 在 可 能 的 最 简单 分 子 一 一 所 CH) 分 子 中 ，2 个 氧 原 子 ( 每 个 带 单个 电 
P) 共用 2 个 电子 ，2 个 电子 是 充满 第 一 电子 层 所 必需 的 数量 。 这 些 共用 的 电子 形成 带 负 电 
荷 的 电子 云 ， 该 电子 云 在 2 个 带 正 电荷 的 核 之 间 最 密 ， 有 助 于 2 个 核 结合 ， 与 相似 电荷 之 间 
的 相互 斥 力 相 反 ， 相 互 斥 力 迫 使 它们 分 开 。 当 核 被 分 开 一 个 典型 的 距离 时 ， 吸 引力 和 排斥 力 
处 于 平衡 ， 该 距离 称 为 键 长 。 

任何 键 ( 共 价 或 非 共 价 ) 的 另 一 个 关键 性 质 是 它 的 强度 。 键 能 是 指 打 断 该 键 所 必须 提供 的 
能 量 。 键 能 经 常用 千 卡 每 摩尔 (kcal/mol》 的 单位 来 表示 的 ，1kcal 是 指 将 1L 水 升 高 1C 所 需要 

。53 。 


的 能 量 。 因 此 ， 如 果 必 须 用 1kcal 的 热量 才能 打 断 6X10” 个 特异 类 型 的 键 〔 即 lmol 的 该 键 )， 那 么 
该 键 的 强度 是 1kcal/mol。 一 个 被 广泛 使 用 的 等 价 能 量 单位 是 千 焦 耳 (kJ)，1k] 等 于 0. 239kcal。 

为 了 理解 键 能 的 含义 ， 将 键 能 与 分 子 和 其 环境 中 其 他 分 子 不 断 进行 碰撞 所 产生 的 平均 能 
量 (它们 的 热能 )， 以 及 其 他 的 生物 能 源 (如 光 和 葡萄 糖 的 氧化 )( 图 2-7) 作 比 较 是 有 用 的 。 
典型 的 共 价 键 比 热 能 强 100 倍 ， 所 以 共 价 键 可 以 抵抗 因 热 运动 而 产生 的 键 断裂 ， 共 价 键 通常 
只 在 与 其 他 的 原子 和 分 子 发 生 的 化 学 反应 过 程 中 被 打 断 。 共 价 键 的 生成 和 打 断 是 剧烈 的 事件 ， 
在 活 细胞 中 它们 受到 高 度 特异 的 催化 剂 的 严密 控制 ， 这 些 催化 剂 称 为 酶 。 非 共 价 键 通常 非常 
弱 ， 我 们 以 后 将 看 到 在 许多 情况 下 非 共 价 键 在 细胞 中 是 重要 的 ， 在 这 些 情 况 下 分 子 必须 容易 
结合 和 解 离 ， 从 而 执行 它们 的 功能 。 


平均 热 运动 能 细胞 中 ATP 水 解 . 
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图 2-7 细胞 的 某 些 重要 能 量 
注意 这 些 能 量 是 以 对 数 标 度 比较 的 


一 个 H 原子 只 能 形成 一 个 共 价 键 ， 在 细胞 中 形成 共 价 键 的 其 他 常见 原子 ，O、N、S 和 了 
以 及 非常 重要 的 C 原子 ， 能 形成 一 个 以 上 的 共 价 键 。 正 如 我 们 已 介绍 的 ， 这 些 原子 的 最 外 电 
子 层 最 多 能 容纳 8 个 电子 ， 它 们 与 许多 其 他 必需 原子 形成 共 价 键 以 达到 8 个 电子 。 氧 的 外 电 
子 层 带 有 6 个 电子 ， 当 通过 与 其 他 原子 共用 而 获得 另外 2 个 电子 时 ， 是 最 稳定 的 ， 因 此 氧 最 
多 形成 2 个 共 价 键 。 带 有 5 个 外 电子 的 氮 最 多 形成 3 个 共 价 键 ， 而 带 有 4 个 外 电子 的 碳 最 多 
形成 4 个 共 价 键 一 一 共用 4 对 电子 (图 2-4) 。 

当 一 个 原子 与 几 个 其 他 原子 的 形成 共 价 键 时 ， 这 些 多 键 相 互 之 间 在 空间 上 具有 确切 的 方 
向 ， 反 映 了 共用 电子 的 轨道 方向 。 因 此 ， 多 原子 之 间 的 共 价 键 用 特异 的 键 角 以 及 键 长 和 键 能 
描述 (图 2-8)。 例 如 ， 碳 原子 的 周围 能 形成 4 个 共 价 键 ， 这 些 共 价 键 的 排列 好 像 指向 正四 面 
体 的 4 个 角 。 共 价 键 的 精确 定位 是 形成 有 机 分 子 的 三 维 几何 的 基础 。 


存在 儿 种 不 同类 型 的 共 价 键 


大 多 数 共 价 键 需要 共用 2 个 电子 ， 每 个 参与 原子 给 出 一 个 电子 ; 这些 共 价 键 称 为 单 键 。 
然而 ， 某 些 共 价 键 需 要 共用 一 对 以 上 的 电子 。 例 如 ， 可 以 共用 4 个 电子 ， 每 个 参与 原子 给 出 
2 个 电子 ; 该 键 称 为 双 键 。 双 键 比 单 键 更 短 但 更 强 ， 双 键 对 含 该 双 键 的 分 子 的 三 维 几何 具有 
典型 的 效应 。2 个 原子 之 间 的 单个 共 价 键 通常 允许 分 子 的 一 部 分 相对 于 该 分 子 的 另 一 部 分 绕 
键 轴 旋 转 。 双 键 阻 止 这 种 旋转 ， 产 生 更 坚硬 的 和 较 不 易 变 的 原子 排列 〈 图 2-9 和 专题 2-1) 。 

某 些 分 子 在 3 个 或 更 多 个 原子 之 间 共 用 电子 ， 产 生 具 有 杂 合 特征 的 中 间 体 ， 该 中 间 体 介 于 
单 键 和 双 键 之 间 。 例 如 ， 高 度 稳定 的 苯 分 子 是 由 6 个 碳 原子 的 环 组 成 的 ， 在 该 碳 环 中 键 合 电子 
平均 分 配 于 该 碳 环 中 (尽管 荣 分 子 通常 被 描述 为 单 键 和 双 键 的 间隔 排列 ， 如 专题 2-1 中 所 示 ) 。 

当 单个 共 价 键 连接 的 原子 属于 不 同 元 素 时 ， 通 常 这 两 个 原子 吸引 共用 电子 的 程度 不 同 。 
例如 ， 与 C 原子 相 比 ，O 和 N 原子 吸引 电子 相对 强 些 ， 而 H 原子 吸引 电子 更 弱 。 极 性 〈po- 
lar) 结构 (电子 意义 上 ) 是 指 具有 集中 于 一 端的 正 电 荷 〈 正 极 ) 和 集中 于 另 一 端的 负电 荷 
《负极 ) 的 结构 。 因 此 ， 电 子 以 这 种 方式 被 不 均匀 地 共用 的 共 价 键 称 为 极 性 共 价 键 〈 图 2-10) 。 

Bi 
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2-8 共 价 键 的 几何 
CA) 由 氧 、 氨 和 碳 形成 的 共 价 键 的 空间 排列 。(B) 由 这 些 原子 形成 的 分 子 具 有 准确 的 三 维 结构 ， 如 图 中 水 和 丙烷 
的 球 棒 模 型 所 示 。 分 子 结构 可 以 由 每 个 共 价 连 接 的 键 角 和 键 长 来 规定 


(B) 


乙 烷 乙烯 
图 2-9 碳 一 碳 双 键 和 单 键 的 比较 
(A) 乙 烷 分 子 在 两 个 碳 原子 之 问 具有 一 个 共 价 键 ， 该 图 说 明了 共 价 单 键 的 四 面体 排列 。 其 中 的 一 个 由 共 价 键 
连接 的 CH; 基 团 能 沿 键 轴 相对 另 一 个 CHs 基 团 旋 转 。(B) 乙烯 分 子 的 两 个 碳 原子 之 间 的 双 键 改变 了 碳 原子 的 
键 几何， 使 所 有 的 原子 位 于 同一 平面 〈 蓝 色 ); 双 键 阻止 了 一 个 CH: 基 团 相对 于 另 一 个 CH: 基 团 的 旋转 


例如 ， 氧 和 氧 之 间 的 共 价 键 一 D 一 H， 或 所 和 和 氢 之 间 的 共 价 


键 一 N 一 H， 是 极 性 的 ; 而 碳 和 和 氢 之 间 的 共 价 键 一 C 一 H 的 

电子 被 两 个 原子 更 均匀 地 吸引 ， 因 此 是 相对 非 极 性 的 。 : 
因为 极 性 共 价 键 形 成 永久 偶 极 ， 而 永久 偶 极 使 分 子 能 水 分 于 

通过 电动 力 相互 作 用 ， 所 以 极 性 共 价 键 在 生物 学 中 极其 重 se 


要 。 任 何 含有 许多 极 性 基 团 的 大 分 子 在 其 表面 具有 部 分 正 maz 
电荷 和 负电 荷 的 模式 。 当 该 分 子 遇 到 具有 互补 电荷 的 第 二 ”图 2-10 极 性 和 非 极 性 共 价 键 
个 分 子 时 ， 这 两 个 分 子 将 通过 永久 偶 极 的 相互 作用 而 彼此 AIERT REKE O) MERHER 


分 j2 布 (3°. BAE 
吸引 ， 这 些 永久 偶 极 的 相互 作用 像 CBE) 前 面谈 到 的 分 了 《0 POR EA fo TAE 
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NaCl 的 离子 键 。 
专题 2-1 生物 分 子 中 常 出 现 的 化 学 键 和 化 学 基 团 
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碳 原子 在 细胞 内 发 挥 独特 的 作用 ， 因 为 它 能 和 其 他 的 碳 原子 形成 强硬 的 共 价 键 。 因 此 ， 碳 原子 可 以 连接 起 


来 形成 链 状 结构 ， 或 分 支 树 状 结构 ， 或 环 状 结构 。 


键 状 结构 分 支 树 状 结构 
\/ \y 
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共 价 刍 烃 
当 2 个 原子 彼此 靠 得 很 近 ， 共 用 一 个 或 多 个 电子 时 ， 便 形成 BUR AAEM 
一 个 共 价 键 。 在 单 键 中 共用 2 个 电子 ， 双 键 中 则 共用 4 个 在 一 起 形成 稳定 的 复 
电子 。 合 物 ( 或 化 学 基 财 ) 
每 个 原子 在 限定 的 空间 排 布 中 形成 确定 数目 的 共 价 键 。 叫做 烃 。 烃 没有 极 
例如 ， 碳 原子 以 四 面体 排 布 能 形成 4 个 单 键 ， 而 氮 原子 形成 YE KERAN. i 
3 个 单 键 ， 氧 原子 形成 2 个 单 键 ， 如 下 所 示 双 键 存在 并 且 具 WAP. 
有 不 同 的 空间 排 布 。 H i 
通过 2 个 或 更 多 共 价 上 |" "T 
区 键 连 接 的 原子 不 能 绕 | n H 
键 轴 自 由 旋转 。 这 种 | g nam 
Pras -个 不 同 的 空间 立体 结构 限制 是 影响 许多 大 分 
子 三 维 形状 的 主要 因 / 
素 之 一 。 CN 
CH, 
i Ao 
A 
交替 排列 的 双 键 Dis 
碳 链 可 以 含有 双 键 。 如 果 这 些 双 键 ” 环 中 交替 排列 的 双 键 可 以 形成 一 个 非常 稳定 He, 
位 于 交替 出 现 的 碳 原子 上 ， 双 键 中 ”的 结构 。 cH, 
的 电子 就 会 在 分 子 间 移 动 ， 通 过 共 ae 
振 现 象 稳 写 整个 结构 。 Pc 
h H CH, 
Yad come Loe) 
H.C 
Ss S 
CH, 
H 4 
H.C 
igh: 
CH, 
fe 
HC 
一 个 脂肪 酸 分 子 的 
部 分 烃 尾 基 链 尾巴 
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C—O 化 学 基 团 


C 一 N 化 学 基 团 
许多 生物 复合 物 含有 碳 氧 键 。 例 如 ， 腕 和 酰胺 是 两 类 重要 的 含 碳 氨 键 的 复合 物 。 
fe 1 胺 在 水 中 结合 一 个 H* ， 带 正 电荷 。 
Leco 一 OH RARE. i ook 
CN +H+ 一 —C—NCHt 
H 1 oN LS 
H H 
La Pa 酸 和 胺 结合 形成 酰胺 。 与 胺 不 一 样 ， 酰 胺 在 水 
Se 中 不 带电 荷 。 一 个 例子 就 是 一 个 蛋白 质 中 将 氨 
H 基 酸 连接 起 来 的 肽 键 。 
ie C=O HARE. o | 为 
FS =C y Stie i H0 
c=0 OH | we- 
a cf 酸 Me | ene 
lá 氨 也 出 现在 许多 环 状 复合 物 中 ， 包 括 重要 的 核 
we o SS} BS Rm 
一 COOH FARA. NH: 
=c, 在 水 中 ， 该 基 团 失去 a 
oH 个 HH 称 为 一 COO / 
| l, 
€ CRIB ( — my 
fi ASS TE. Oo Se 
o o h 
-t-e + HO-—Cc> —. Seat | +HO 
| ‘OH | o—c— 
m 乙醇 a | 
磷酸 


无 机 磷酸 根 是 由 磷酸 H; PO, 产生 ”磷酸 酯 可 以 由 1 个 磷酸 根 和 1 个 自由 羧基 结合 形成 。 磷 酸根 基 团 通 
的 稳定 的 离子 。 无 机 磷酸 根 通常 写 ” 常 以 这 种 方式 结合 到 蛋白 质 上 。 
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一 些 代谢 物 中 存在 高 能 e 
MRM ORE- bO 


经 党 写作 
一 些 分 子 如 RNA 中 存在 一 oO-@ 
磷酸 本 一 一 一 种 高 能 键 


。57 。 


原子 的 行为 常常 表明 它 的 半径 似乎 是 固定 的 


当 在 两 个 原子 之 间 形 成 共 价 键 时 ， 共 用 电子 将 这 些 原子 的 核 拉 得 非常 近 。 但 是 在 细胞 中 ， 
这 些 原子 迅速 地 相互 推 挤 ， 大 多 数 原子 位 于 单独 的 分 子 中 。 当 这 样 的 两 个 原子 接触 时 会 发 生 


什么 呢 ? 


能 量 一 ~ 
引力 斥 力 


两 个 原子 核 间 的 距离 “一 ~ 


范 德 华 力 在 这 点 达到 平衡 
图 2-11 两 个 原子 之 间 范 德 华 力 的 平衡 
随 着 两 个 原子 的 核 相互 靠 近 ， 由 于 它们 波动 的 电荷 ， 它 们 刚 
开始 表现 出 弱 的 结合 相互 作用 。 然 而 ， 如 果 它 们 靠 得 太 近 ， 
相同 的 原子 就 强烈 地 互相 排斥 。 这 些 范 德 华 引力 和 范 德 华 斥 
力 的 平衡 发 生 在 图 中 所 标的 能 量 最 低 值 处 


为 了 简化 和 清晰 ， 原 子 和 分 子 通常 以 
一 种 示意 图 来 表示 一 一 结构 式 的 直线 图 或 
球 棒 模 型 。 然 而 ， 通 过 使 用 所 谓 的 空间 结 
构 模 型 可 以 更 为 精确 地 表示 原子 和 分 子 
在 空间 结构 模型 中 ， 用 实心 球体 表示 电子 
云 的 半径 ， 在 半径 处 的 强 斥 力 阻止 任意 的 
第 二 个 非 键 合 原子 靠近 ， 即 所 谓 的 原子 的 
范 德 华 半 径 。 范 德 华 半 径 是 可 能 存在 的 ， 
因为 2 个 原子 互相 接近 时 斥 力 强 度 即 迅速 
地 增加 。 在 稍 远 处 ， 任 意 2 个 原子 之 间 具 
有 弱 引力 ， 称 为 范 德 华 引力 。 因 此 ， 存 在 
一 个 斥 力 和 引力 精确 平衡 的 距离 ， 从 而 每 
个 原子 与 第 二 个 非 键 合 元 素 的 原子 相互 作 
用 产生 最 低能 量 (图 2-11). 

根据 我 们 的 目的 ， 在 本 书 中 我 们 以 直 
线 图 、 球 棒 模 型 或 空间 结构 模型 表示 小 分 


子 。 为 了 比较 这 三 种 表示 方式 ， 在 图 2-12 中 水 分 子 以 所 有 三 种 方式 来 表示 。 当 表示 非常 大 的 
分 子 〈 如 蛋白 质 ) 时 ， 我 们 经 常 需要 进一步 简化 所 用 的 表示 法 〈 如 专题 3-2)。 


O 的 范 德 华 半径 =14A 


图 2-12 水 分 子 的 三 种 表示 法 
CA) 结构 式 的 直线 图 。 每 个 原子 用 其 标准 符号 表示 ， 每 条 直线 表示 连接 两 个 原子 的 一 个 共 价 键 。(B) REE 
型 。 原 子 用 任意 直径 的 球 表示 ， 这 些 球 是 由 表示 共 价 键 的 棒 连 接 的 。 和 A 不 同 ， 这 种 模型 可 以 准确 地 表 
示 键 角 (图 2-8)。(C) 空间 结构 模型 。 该 模型 可 以 准确 地 表示 键 长 和 范 德 华 半径 


专题 2-2 水 及 其 对 生物 分 子 行为 的 影响 


水 

共 价 连接 的 2 个 原子 ， 对 于 共 价 键 的 电子 可 能 有 不 同 的 吸引 
力 。 在 这 些 情况 下 ， 该 共 价 键 具 有 极 性 ， 一 端 带 有 少量 的 负电 
H (S )， 另 一 端 带 有 少量 的 正 电荷 (S). 


正 电 性 区 域 


尽管 水 分 子 总 体 上 不 带电 荷 〈 电 子 数 与 质子 数 相等 )， 但 是 由 
于 电子 不 对 称 分 布 ， 所 以 导致 分 子 具 有 极 性 。 氧 原子 核 将 电子 
从 氢 原 子 核 吸引 开 ， 使 得 氢 原 子 核 带 少 量 的 净 正 电荷 . 


水 的 结构 

水 分 子 瞬时 连接 在 一 起 形成 氢 键 晶 格 。 甚 
至 在 37C ，15% 的 水 分 子 与 其 他 的 4 分 子 
水 连接 形成 称 为 “ 闪 动 秘 团 ”的 短暂 


集合 。 
Q 3 
水 的 黏 性 导致 水 具有 很 多 不 同 寻常 的 特 


性 。 例 如 ， 高 的 表面 张力 、 特 定 的 热 和 蒸 


ak 
因为 HiO 是 极 性 的 ， 所 以 2 个 © 
相 邻 的 水 分 子 能 形成 一 种 称 为 拨 。 《tt 氮 刍 027nm 
键 的 连接 。 氢 键 的 强度 只 有 共 价 RE 
键 的 1/20 左右 。 ment H 一 0 一 
H 
3 人 了 一 和 HN KO, Sem 
RADE BADE 
在 水 中 容易 溶解 的 物质 称 为 亲 水 的 。 亲 水 分 子 是 由 通过 电荷 效应 吸 | 含有 非 极 性 键 占 多 数 的 分 子 通常 在 水 
引水 分 子 的 离子 或 极 性 分 子 组 成 的 。 水 分 子 在 固体 物质 的 表面 围绕 | 中 是 不 可 溶 的 ， 因 此 称 为 玖 水 的 。 这 
每 个 离子 或 极 性 分 子 ， 并 将 离子 或 分 子 带 进 溶液 。 是 真 的 ， 特 别 对 于 烃 来 说 ,， 烃 含有 许 
he ys nl }! 多 CH 键 。 水 分 子 不 吸引 烃 分 于 ， 
ee 和 Be ae 所 以 水 分 子 不 易于 围绕 烃 分 子 并 将 它 
Re us “Hol fii pl TAA 
5 so it u Kamo” 
er ea i aie ee) te 4 h 
H HO、 H ii l = S -H \ i 
H ne H fi mo g— Hmo. 
gQ a H H 
离子 物质 如 氧化 钠 由 于 每 个 正 (Na*) W Ë 
RM CO 离子 的 电荷 吸引 水 分 子 的 缘 Ha SigA 
故 ， 所 以 可 以 溶解 。 极 性 物质 如 尿素 由 于 ON 
它们 的 分 子 能 与 周围 Cae | 
水 分 子 间 形成 气 键 ， i 
所 以 可 以 溶解 。 


= 59° 


作为 溶剂 的 水 
许多 物质 都 能 溶 于 水 ， 如 糖 。 也 就 是 说 ， 它 们 的 分 子 能 够 彼此 分 离 ， 各 自 被 水 分 子 包 庄 起 来 。 


当 物质 溶解 于 液体 
中 ， 混 合 物 定义 为 深 
液 。 深 解 的 物质 OK 
bd 例 中 是 糖 是 溶质 ， 
而 起 溶解 作用 的 液体 
是 溶剂 。 由 于 水 的 极 
性 键 的 存在 ， 水 对 于 
许多 物质 来 讲 是 一 种 
极 好 的 溶剂 。 
酸 氢 离 子 交 换 
能 释放 氢 离 子 到 溶液 中 去 的 物质 称 为 酸 。 带 正 电荷 的 氢 离子 能 自发 地 从 一 个 水 分 子 转移 到 另 一 
HCl + Ho 十 CI 个 水 分 子 ， 因 而 生成 两 种 不 同 的 离子 。 
强酸 H H H H 
细胞 内 重要 的 酸 都 仅仅 部 分 解 离 ， 因 此 它们 是 弱 Somin = `P- 
M. MIE (—COOH) 解 离 后 释放 一 个 氨 离 子 到 Ea iv 
MRT. amr vem 
P 0 (水 作为 一 个 。 《水 作为 一 个 
i as oe ELY 弱酸 ) 
Son `o 常 写作: Hi:0 一 H” + OH 
(弱酸 ) 由 于 这 个 过 程 迅速 可 道 ， 所 以 氢 离 子 不 停 地 穿梭 于 水 
注意 这 是 一 个 可 逆反 应 。 分 子 之 间 。 纯 水 含有 稳 态 浓度 的 氢 离 子 和 氧 氧 离子 
(都 是 10 一 molML) 。 
pH Hw a 
溶液 的 酸度 用 它 所 Mmo 四 | 能 减少 液 中 氢 离 子 数目 的 物质 称 为 碱 。 革 些 破 ， 如 
含 的 H- 浓度 来 定 M w 1 | 氨 能 直接 结合 氢 离 子 。 
义 。 为 方便 起 见 ， 10° 2 NH, + H* —* NE 
我 们 使 用 PH Be. S 3 | 还 有 些 碱 ， 如 所 氧化 钠 ， 通 过 产生 OH 与 H* 直接 
A pH=—Ig [H] ‘a $ [BERK ii a Se LF E 
机 NaQH—*Na* +OH~ 
| + —— 4 at 
Noe 2 | 细胞 内 的 许多 碱 部 分 解 离 ， 因 而 称 为 弱 碱 。 例 如 ， 那 
w 一 一 一 9 | 些 含有 一 个 氨基 基 团 〈 一 NH:) 的 化 合 物 。 这 个 氨基 
ere | nates 10 | 具有 一 种 弱 的 趋势 ， 能 从 水 中 可 逆 地 接受 一 个 H+ ， 
Mi d 1p n in 
[Hielo mon Ese i 全 | 从 而 增加 溶液 中 自由 OH- 的 数目 。 
10 1 -NH + Ht 一 —NH} 
Lo cio 4 


60's 


水 是 细胞 中 含量 最 丰富 的 物质 


水 约 占 细胞 重量 的 70% ， 并 且 大 多 数 的 细胞 反应 发 生 在 液体 环境 中 。 地 球 上 的 生命 起 始 
于 海洋 ， 这 一 原始 环境 条 件 对 生物 的 化 学 产生 了 永久 的 影响 。 因 此 ， 生 命 依赖 于 水 的 性 质 。 

在 每 个 水 分 子 (H0) 中 ,2 个 H 原子 通过 共 价 键 与 〇 原子 连接 (图 2-12) 。2 个 键 是 高 
度 极 性 的 ， 因 为 O 原子 强烈 吸引 电子 ， 而 H 对 电子 的 吸引 弱 。 因 此 ， 水 分 子 中 存在 电子 的 不 

匀 分 布 ，2 个 日 原子 带 正 电荷 ， 而 负电 荷 在 O 原子 上 的 优势 (图 2-10) 。 当 一 个 水 分 子 的 

带 正 电荷 区 域 〈 即 其 中 的 一 个 H 原子 ) 接 近 第 二 个 水 分 子 的 带 负荷 区 域 ( 即 O 原子 ) 时 ， 它 
们 之 间 的 电荷 吸引 能 产生 一 种 称 为 氢 键 的 弱 键 。 与 共 价 键 相 比 ， 氢 键 要 弱 得 多 ， 容 易 被 分 子 
热能 产生 的 随机 热 运动 所 打 断 。 所 以 每 个 键 的 持续 时 间 非 常 短 。 但 许多 弱 键 的 加 合 效 应 远 非 
微弱 。 每 个 水 分 子 能 通过 它 的 两 个 H 原子 与 另外 2 个 水 分 子 形成 氢 键 ， 形 成 一 个 氢 键 不 断 被 
打 断 和 生成 的 网 络 (专题 2-2)， 正 是 因为 将 水 分 子 连接 到 一 起 的 氧 键 ， 水 在 室温 下 是 液体 ， 
具有 高 沸点 和 高 表面 张力 ， 而 不 是 气体 。 

含有 极 性 键 并 能 与 水 形成 氢 键 的 分 子 〈 如 乙醇 ) 易 溶 于 水 。 正 如 以 前 提 过 的 ， 带 正 电荷 
或 负电 荷 的 分 子 〈 离 子 ) 一 样 与 水 互相 作用 。 这 些 分 子 称 为 亲 水 的 〈hydrophilic) ， 意 思 是 指 
它们 是 喜好 水 的 。 细 胞 的 液体 环境 中 的 大 部 分 分 子 属 于 该 范畴 ， 包 括 DNA, RNA 和 大 多 数 
蛋白 质 。 然 而 玻 水 Chydrophobic, WK) 分 子 是 不 带电 荷 的， 形成 少数 或 不 形成 氧 键 ， 因 此 
不 溶 于 水 。 碳 氢 键 是 一 个 重要 的 例子 〈 专 题 2-1) 。 在 这 些 分 子 中 ， 氢 原子 通过 一 个 非 极 性 键 
与 C 原子 共 价 连 接 。 因 为 H 原子 几乎 不 带 净 的 正 电荷 ， 它们 不 能 与 其 他 分 子 形 成 有 效 的 氧 
键 。 这 使 得 碳 氢 完全 疏水 ， 这 一 性 质 为 细胞 利用 ， 细 胞 膜 是 由 具有 长 的 碳 氢 尾 的 分 子 构成 的 ， 
这 一 点 我 们 将 在 第 10 章 介绍 。 


某 些 极 性 分 子 在 水 中 形成 酸 和 碱 


当 具 有 一 个 高 度 极 性 的 共 价 键 〈 氧 原子 和 另 一 个 原子 之 间 ) 的 大 分 子 溶 于 水 中 时 ， 发 生 
一 种 最 简单 的 化 学 反应 ， 该 化 学 反应 对 细胞 非常 重要 。 该 分 子 中 的 氧 原子 将 其 电子 给 予 相 邻 
原子 ， 所 以 以 几乎 裸露 的 带 正 电荷 的 氧 核 存 在 ， 即 质子 〈proton，H+ )。 当 极 性 分 子 被 水 分 
子 环绕 时 ， 相 邻 水 分 子 的 O 原子 上 的 部 分 负电 荷 吸引 质子 ， 质 子 能 从 它 的 原初 配 体 上 解 离 ， 
从 而 与 水 分 子 上 的 氧 原子 结合 ， 形 成 水 合 氧 离子 〈hydronium ion，HsO+ ) [图 2-13 (A)]。 
逆反 应 也 非常 容易 发 生 ， 所 以 人 们 必定 会 想到 一 种 平衡 状态 ， 该 平衡 状态 的 数 亿 个 质子 不 断 
地 从 溶液 中 的 一 个 分 子 移 到 另 一 个 分 子 。 

溶 于 水 时 ， 能 释放 质子 形成 HO 的 物质 称 为 酸 (acid), HO 浓度 越 高 ， 溶 液 的 酸性 
越 强 。 甚 至 在 纯 水 中 也 存在 HO, WEH 10 mol/L， 这 是 质子 从 一 个 水 分 子 转移 到 另 一 
个 分 子 的 结果 [图 2-13 〈B)]。 按 照 惯例 ，H;O* 浓度 通常 是 指 H+ 浓度 ， 即 使 溶液 中 大 多 数 
HY 是 以 Hi0 形式 存在 。 为 了 避免 使 用 不 便于 表示 的 数字 ，H+ 浓度 用 其 对 数值 表示 ， 称 为 
pH 值 ， 如 专题 2-2 中 所 示 。 纯 水 的 pH 值 为 7.0。 

因为 水 合 氢 离 子 中 的 质子 能 容易 地 转移 到 细胞 内 许多 种 分 子 ， 改 变 它们 的 特性 ， 所 以 细 
胞 内 HO 浓度 〈 酸 性 ) 必须 受到 严密 的 调控 。 如 果 溶 液 中 HsO+ 浓度 低 ， 能 给 出 质子 的 分 
子 更 容易 给 出 质子 ;如 果 溶 液 中 HO 浓度 高 时 ， 能 接受 质子 的 分 子 易于 接受 质子 。 

与 酸 相对 的 是 碱 base) 。 正 如 酸 的 界定 性 质 是 将 质子 给 予 水 分 子 从 而 升 高 HOF 的 浓 
度 ， 碱 的 界定 性 质 是 升 高 氢 氧 根 离子 的 浓度 一 一 氢 氧 根 离子 是 通过 从 水 分 子 去 掉 一 个 质子 而 
形成 。 因 为 氢 氧 化 钠 在 液体 溶液 中 解 离 形 成 Na* 和 OH - ， 所 以 氨 氧 化 钠 (NaOH) 是 碱 性 的 
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图 2-13 水 中 的 酸 


《A) 当 乙 酸 溶 于 水 时 发 生 的 反应 。(B) 水 分 子 不 断 地 相互 交换 质子 ， 以 
形成 水 合 氢 离 子 和 氨 氧 根 离子 。 这 些 离子 再 迅速 重新 结合 以 形成 水 分 子 


(也 用 术语 alkaline 表示 )。 另 一 类 在 活 细胞 中 特别 重要 的 碱 含有 NH; 基 团 。 这 些 基 团 能 通过 
从 水 中 获得 一 个 质子 产生 OH : —NH2+ H:O 一 ~ 一 NH 十 OH 。 

因为 一 个 OH” 与 一 个 HO 结合 形成 两 个 水 分 子 ， 所 以 OH 浓度 的 升 高 促使 HiO! 浓 
度 的 下 降 ， 反 之 亦 然 。 纯 的 水 溶液 含有 相等 低 浓 度 07 mol/L) 的 两 种 离子 ， 纯 水 既 不 是 
酸性 的 ， 也 不 是 碱 性 的 ， 因 此 是 中 性 的 ，pH 为 7. 0。 细 胞 的 内 部 被 维持 接近 中 性 。 


4 种 非 共 价 相互 作用 帮助 细胞 内 分 子 结合 


在 溶液 里 ， 共 价 键 比 原子 之 间 的 吸引 力 强 10 一 100 倍 ， 使 共 价 键 的 连接 能 界定 一 个 分 子 
与 另 一 个 分 子 之 间 的 界限 。 但 是 生物 界 大 都 依赖 于 不 同 分 子 之 间 相 互 的 特异 结合 。 这 种 特异 
结合 是 由 一 群 非 共 价 吸引 力 介 导 的 ， 这 些 非 共 价 吸 引力 本 身 非 常 弱 ， 但 它们 的 键 能 可 以 加 和 ， 
在 两 个 单 分 子 之 间 产 生 一 种 有 效 的 力 。 我 们 已 经 介绍 了 三 种 非 共 价 吸引 力 ， 离子 键 、 氢 键 和 
范 德 华 力 。 表 2-2 比较 了 该 三 种 键 在 水 中 和 不 在 水 中 与 共 价 键 的 键 能 。 它 们 在 生物 系统 中 极 
其 重要 ， 因 而 我 们 在 此 总 结 它们 的 性 质 。 


R22 共 价 和 非 共 价 的 化 学 键 


键 能 
键 型 键 长 
真空 水 中 
共 价 键 0.15 90 90 
非 共 价 键 :离子 键 0.25 80 3 
ae 0. 30 4 1 
范 德 华 力 (每 原子 ) 0.35 0.1 0.1 


离子 键 Gonic bond) ”离子 键 是 指 带 相反 电荷 的 原子 之 间 纯 粹 的 静电 吸引 力 。 正 如 我 们 
介绍 的 NaCl 一 样 ， 离 子 键 在 非 水 溶液 中 是 非常 强 。 然 而 ， 极 性 的 水 分 子 聚 集 在 带电 荷 的 离 
子 和 具有 永久 偶 极 的 极 性 分 子 周 围 〈 图 2-14)， 这 大 大 降低 了 这 些 离子 之 间 潜 在 的 相互 吸引 力 
( 表 2-2)。 
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Si (hydrogen bond) ”典型 氢 键 的 结构 如 图 2-15 所 示 。 氧 键 是 一 种 特殊 的 极 性 相互 
作用 ， 两 个 带 负 电荷 的 原子 部 分 共用 一 个 带 正 电荷 的 氢 原 子 。 氢 键 上 的 氢 可 认为 是 从 供 体 原 
子 上 部 分 解 离 出 来 的 质子 ， 使 第 二 个 受 体 原子 能 共用 该 质子 。 与 典型 的 静电 相互 作用 不 一 样 ， 
氢 键 具有 很 强 的 方向 性 ， 当 成 键 的 三 个 原子 在 一 条 直线 时 氢 键 最 强 。 正 如 已 讨论 的 ， 水 通过 
与 有 关 分 子 形成 竞争 性 的 氢 键 相互 作用 可 以 减弱 这 些 氢 键 (R 2-2) 。 
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图 2-14 水 分 子 上 的 偶 极 如 何 定向 以 降低 带 相反 电荷 的 离子 或 极 性 基 团 之 间 的 亲和力 
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图 2-15 S8 


(A) 一 个 典型 氢 键 的 球 棒 模 型 。 图 中 氢 原 子 和 氧 原子 之 间 的 距离 小 于 它们 的 范 德 华 半径 的 总 和 ， 
表明 它们 部 分 共用 电子 。(B) 细胞 内 最 常见 的 氢 键 


范 德 华 力 (van der Waals attraction) ”任何 非 极 性 原子 的 电子 云 可 以 变动 ， 产 生 瞬 时 偶 
极 。 该 瞬时 偶 极 可 以 瞬时 诱导 附近 的 原子 产生 相反 极 性 的 瞬时 偶 极 。 这 种 相互 作用 产生 原子 
之 间 非 常 弱 的 吸引 力 。 但 是 ， 当 两 个 表面 非常 吻合 时 许多 原子 能 同时 相 接触 ， 所 以 净 结 果 是 
非常 显著 的 。 这 些 所 谓 的 范 德 华 力 并 不 被 水 减弱 ( 表 2-2) 。 

疏水 作用 (hydrophobic force) ”是 在 水 中 将 分 子 聚 集 在 一 起 中 起 重要 作用 的 第 四 种 作 
用 。 这 种 作用 是 由 非 极 性 表面 被 挤 出 氢 键 的 水 网 络 所 引起 的 ， 非 极 性 表面 物理 上 干扰 了 水 分 
子 之 间 高 度 有 利 的 相互 作用 。 因 为 将 两 个 非 极 性 表面 聚集 到 一 起 减少 了 它们 与 水 的 接触 ， 所 
以 疏水 作用 是 相当 非特 异性 的 。 但 是 ， 在 第 3 章 我 们 将 看 到 朴 水 作用 对 于 蛋白 质 分 子 的 正确 
ARMA. 


,63 。 


专题 2-3 概括 了 刚 介绍 的 4 种 相互 作用 。 图 2-16 以 图 解 
的 方式 解释 了 许多 这 些 相互 作用 加 起 来 如 何 使 两 个 大 分 子 的 
互补 表面 结合 ， 即 使 每 种 作用 本 身 太 弱 以 至 于 对 互补 表面 的 
结合 没有 影响 。 
细胞 是 由 碳化 合 物 构成 

了 解 了 原子 结合 成 小 分 子 的 方式 以 及 这 些 分 子 在 溶液 中 
的 作用 方式 ， 我 们 现在 介绍 细胞 里 的 主要 小 分 子 及 其 生物 学 
作用 。 我 们 将 看 到 几 种 基本 类 型 分 子 〈 由 几 种 不 同 元 素 构 
成 ) 产生 出 所 有 生物 所 表现 出 的 非常 丰富 的 形式 和 行为 。 

如 果 我 们 不 考虑 水 的 话 ， 细 胞 中 几乎 所 有 的 分 子 都 是 以 
碳 为 基础 。 在 所 有 的 元 素 中 碳 是 突出 的 元 素 ， 因 为 它 能 形成 

图 2.16 ”具有 互相 表面 的 两 个 大 大 分 子 ; 硅 其 次 。 因为 碳 小 ， 且 其 最 外 电子 层 带 有 4 个 电子 
分 子 如 何 通过 非 共 价 的 相互 作用 。 和 4 个 空缺 ， 碳 原子 能 与 其 他 原子 形成 4 个 共 价 键 。 最 重要 
紧密 结合 的 是 ， 一 个 碳 原子 可 通过 高 度 稳定 的 C 一 C 共 价 键 与 另 一 个 
在 该 图 解 中 ， 正 和 负 被 用 来 标注 当 分 子 ” 碳 原 子 连接 从 而 形成 链 和 环 ， 因 此 可 产生 大 而 复杂 的 分 子 
配对 时 能 形成 的 吸引 相互 作用 分 子 的 大 小 没有 明显 的 上 限 (专题 2-1)。 细 胞 产生 的 碳化 

合 物 (无论 大 小 ) 称 为 有 机 分 子 。 

某 些 原子 的 组 合 ， 如 甲 基 〈 一 CH )、 羟 基 (—OH), RIE (一 COOH)、 酮 基 (一 C 一 
O), WRI (PON) 和 氨基 〈 一 NH:)， 重 复出 现 于 有 机 分 子 中 。 每 种 化 学 基 团 〈chemi- 
cal group) 具有 不 同 的 化 学 性 质 和 物理 性 质 ， 这 些 性 质 影响 该 基 团 所 在 分 子 的 行为 。 专 题 2- 
11 总 结 了 最 常见 的 化 学 基 团 以 及 它们 的 某 些 性 质 。 


细胞 含有 4 大 类 主要 家 族 的 有 机 小 分 子 


细胞 的 有 机 小 分 子 是 以 碳 为 基础 的 化 合 物 ， 相 对 分 子 质量 范围 为 100 一 1000， 最 多 含有 大 约 
30 个 碳 原子 。 它 们 自由 地 存在 于 溶液 中 ， 具 有 许多 不 同 的 命运 。 某 些 被 用 作 单 体 亚 基 以 构建 细 
胞 的 巨大 的 多 聚 体 大 分 子 一 一 蛋白 质 、 核 酸 和 大 的 多 糖 。 其 他 充当 能 源 ， 在 胞 内 代谢 途径 的 迷 
宫 中 被 分 解 和 转化 成 其 他 的 小 分 子 。 许 多 小 分 子 在 细胞 中 具有 一 种 以 上 的 功能 ， 如 充当 大 分 子 
的 潜在 亚 基 和 了 能源。 有 机 人 小 分 子 的 含量 远 远 低 于 有 机 大 分 子 ， 大 约 只 占 细胞 内 有 机 物质 总 量 的 
1/10 (R 2-3)。 据 粗略 估计 ， 一 个 典型 的 细胞 内 可 能 有 1000 种 不 同 的 小 分 子 。 


表 2-3 细菌 细胞 的 大 概 的 化 学 组 分 


占 总 细胞 重量 的 百分比 每 分 子 的 种 类 数 
水 7 70 1 
无 机 离子 1 20 
糖 及 其 前 体 1 250 
氨基 酸 及 其 前 体 0.4 100 
BERR ASH 0.4 100 
脂肪 酸 及 其 前 体 1 50 


其 他 小 分 子 0.2 一 300 
大 分 子 (蛋白 质 .核酸 和 多 糖 ) 26 ~3000 
> 64s 


专题 2-3 结合 大 分 子 的 主要 类 型 的 弱 非 共 价 键 


弱化 学 键 | 范 德 华 吸 引力 
有 机 分 子 可 以 通过 短 距离 的 非 共 价 作用 力 与 其 两 个 原子 彼此 靠 得 太 近 ， 它们 就 会 强烈 地 排斥 对 方 。 因 为 
他 的 分 子 相互 作用 。 如 此 ， 一 个 原子 通常 可 以 看 成 有 固定 半径 的 圆 球 。 每 个 原 


子 特定 的 半径 由 独特 的 范 德 华 半径 规定 。 任 何 两 个 非 共 价 
结合 的 原子 间 的 接触 距离 就 是 它们 的 范 德 华 半径 之 和 。 


© @9 @ 
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任何 两 个 原子 距离 很 近 时 ， 由 于 它们 所 带电 荷 不 断 发 生 改 
变 ， 所 以 它们 都 表现 出 一 种 较 弱 的 成 键 相互 作用 。 这 两 个 
原子 将 以 这 种 方式 彼此 吸引 对 方 ， 直 到 它们 的 原子 核 间 距 
弱化 学 键 的 作用 力 大 小 不 到 强 共 价 键 的 1/20.| 接近 它们 的 范 德 华 半径 之 和 为 止 。 尽 管 单个 看 来 ， 范 德 华 
只 有 当 弱 化 学 键 同 时 形成 时 ， 才 足够 强烈 以 揭 吸引 力 非常 微弱 ， 当 两 个 大 分 子 表面 非常 吻合 时 ， 它 就 变 
供 牢固 的 结合 力 。 得 很 重要 了 ， 因 为 将 涉及 很 多 的 原子 。 

注意 当 两 个 原子 之 间 形 成 共 价 键 时 ， 它 们 的 中 心 〈 原 子 核 ) 
彼此 靠 得 很 近 ， 远 远 小 于 两 个 原子 的 范 德 华 半径 之 和 。 


aa 因此 ， 
正如 描述 水 时 已 提 到 的 那样 (专题 2-2)， 当 
个 吸引 电子 的 原子 经 常 是 氧 或 拨 ) 将 一 个 
原子 像 三 明治 一 样 夹 在 中 间 时 ， 就 形成 了 氢 键 .| non, ar = 
_04nm 0.1snm 0.13nm 
当 3 个 原子 位 于 一 条 直线 时 形成 的 氢 键 最 强 。 Zaps aes ages 
SS \ Y 
o 一 H OREA, ae THIN 
大 分 子 中 的 实例 ， 水 中 的 氢 键 
多 觅 途中 的 所 基本 通过 所 键 结合 在 一 起 。 任何 分 子 如 果 能 够 彼此 之 问 形成 气 键 就 同样 能 够 与 水 分 


1 子 之 间 形 成 氢 键 。 由 于 和 水 分 子 之 间 的 这 种 竞争 ， 洲 于 水 
1 I | 的 两 个 分 子 之 间 形 成 的 氢 键 就 会 相对 较 弱 。 
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水 迫使 玖 水 基 团 集中 在 一 起 ， 因 为 这 样 可 以 减少 
这 些 基 团 对 水 中 的 氢 键 网 的 影响 。 朴 水 基 团 以 这 
种 方式 聚集 在 一 起 ， 有 时 也 称 作 被 玻 水 键 束缚 在 
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离子 的 相互 作用 发 生 在 完全 带电 荷 的 基 团 之 间 〈 离 子 
键 ) 或 者 部 分 带电 荷 的 基 团 之 间 。 


—) CO 


两 种 电荷 5 、5 之 间 的 吸引 力 随 电荷 间 的 距离 增加 而 
迅速 减少 。 


在 不 存在 水 时 ， 离 子 作用 力 非常 大 ， 因 为 如 此 ， 才 会 形 
成 大 理 石 、 玛 瑞 这 样 的 矿石 。 


聚 ， 因 而 进一步 减弱 离子 键 。 
PQ @ 
& 
2 & 
® 0 
尽管 离子 键 因 水 和 盐 的 作用 不 断 减弱 ， 但 是 它 在 
生物 系统 中 仍 相当 重要 ; 一 个 结合 带 正 电荷 底 物 


的 酶 通常 在 适当 的 位 置 具 有 带 负电 荷 的 氨基 酸 
侧 链 。 
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所 有 的 有 机 分 子 是 由 一 套 相同 简单 化 合 物 合成 的 ， 也 能 分 解 成 相同 的 一 套 简单 的 化 合 物 。 
有 机 分 子 的 合成 和 分 解 是 通过 一 系列 的 化 学 变化 发 生 的 。 这 些 化 学 变化 受到 空间 限制 ， 并 遵 
循 明确 的 规律 。 因 此 ， 一 个 细胞 内 的 化 合 物 在 化 学 上 是 相关 的 ， 大 多 数 化 合 物 能 被 归 类 为 少 
数 的 不 同 家 族 。 一 般 来 说 ， 细 胞 含有 4 大 家 族 的 有 机 小 分 子 : 糖 、 脂 肪 酸 、 氨 基 酸 以 及 核 
酸 (图 2-17)。 尽 管 存在 于 细胞 内 的 许多 化 合 物 并 不 属于 这 些 范畴 ， 这 4 家 族 的 有 机 小 分 子 和 
将 它们 连接 成 长 链 所 形成 的 大 分 子 一 起 占 细胞 的 大 部 分 质量 ( 表 2-3)。 


图 2-17 细胞 内 4 大 类 有 机 小 分 子 
这 些小 分 子 是 单 体 构建 元 件 或 者 亚 单位 ， 它 们 组 成 细胞 内 大 多 数 大 分 子 
和 其 他 的 结构 。 其 中 有 一 些 ， 如 糖 和 脂肪 酸 ， 也 是 能 量 的 来 源 


糖 类 物质 为 细胞 提供 能 量 来 源 ， 也 是 多 糖 的 亚 单位 
最 简单 的 糖 类 物质 一 一 单 粮 是 一 类 化 合 物 ， 可 以 用 通用 的 公式 (CHO), 表示 ， 这 里 n 


(A) TOR (B) ÇH,OH (©) 
5 一 oH HAT OA on 
H 
LA h nas fe we 
OH HSS DNI PA 
oN i7 o HO is A 
— i 
H OH H OH 


(D) 
CH,OH 
HO" N 
OH 
HO” on 


图 2-18 一 种 简单 的 单 糖 一 一 葡萄 糖 的 结构 
正如 前 面 图 示 水 的 结构 一 样 〈 图 2-12)， 任 何 分 子 都 可 以 用 许多 方式 表示 - 在 (AD. (B) M CE) 所 示 的 结构 
式 中 ， 用 代表 化 学 键 的 直线 连接 起 来 的 化 学 符号 表示 原子 。 粗 线 在 这 里 用 来 表示 糖 环 平面 ， 以 强调 一 H 和 
OH 基 团 并 非 和 环 本 身 一 样 位 于 同一 平面 。(A)》 葡萄 糖 的 开 链 形式 ， 它 与 《B) 中 的 更 加 稳定 的 环 状 形式 处 
于 平衡 之 中 。(C) 一 种 球 棒 模型 ， 这 里 显示 了 原子 在 空间 中 的 三 维 排 布 ，(D) 一 种 空间 填充 模型 ， 它 既 描述 
了 原子 的 三 维 排 布 情况 ， 也 用 范 德 华 半径 表示 出 分 子 表面 的 轮廓 。 (E) 椅 式 构 型 也 可 以 用 来 表示 环 状 分 子 ， 
Elk (B) 中 的 结构 式 更 加 准确 地 反映 出 分 子 的 几何 结构 。(C) 和 CD) 中 根据 传统 代表 原子 的 颜色 来 描绘 原 
子 ， 如 白色 代表 H， 黑 色 代表 C， 红 色 代 表 0， 蓝 色 代表 N (图 2-8) 


Py 


通常 是 3、4、5、6、7 或 8。 由 于 这 个 简单 的 通 式 ， 糖 类 以 及 它们 组 成 的 分 子 也 称 作 碳水 化 
合 物 。 例 如 ， 葡 萄 糖 的 分 子 式 是 Cs HizOs (图 2-18)。 但 是 这 个 通 式 并 没有 完整 定义 该 分 子 。 
因为 同样 的 碳 、 氢 、 氧 可 以 不 同 的 方式 通过 共 价 键 连接 起 来 ， 产 生 不 同形 状 的 分 子 结构 。 如 
专题 2-4 所 示 ， 例 如 ， 葡 萄 糖 仅 仅 通过 改变 特定 一 OH 基 团 可 以 转变 成 不 同 的 糖 一 一 甘露 糖 
或 半 乳 糖 ， 而 且 这 些 糖 中 的 每 一 种 都 能 以 两 种 形式 中 的 任何 一 种 存在 ， 分 别称 为 DD 型 和 工 
型 ， 它 们 互 为 对 方 的 对 映 体 。 具 有 相同 的 化 学 结构 式 却 有 不 同 结构 的 一 组 分 子 称 为 异 构 体 。 
一 组 对 映 体 分 子 中 属于 异 构 体 的 分 子 称 为 旋光 异 构 体 。 总 体 上 讲 ， 异 构 体 在 有 机 分 子 中 广泛 
存在 ,它们 对 生成 各 种 各 样 的 糖 类 物质 起 主要 作用 。 

专题 2-4 所 示 为 糖 类 结构 和 化 学 的 概括 ， 糖 类 可 以 环 状 或 者 开 链 状 结构 存在 。 在 它们 的 


w 
开 链 形式 中 ， 糖 类 含有 许多 宏基 以 及 一 个 本 基 (H C0 ttm (C—O). a 


或 酮 基 发 挥 着 特别 的 作用 。 首 先 ， 它 可 以 与 同一 分 子 上 的 羟 基 发 生 反应 ， 将 分 子 转变 为 环 式 
结构 ， 位 于 环 状 结构 中 的 最 初 醛 基 或 酮 基 的 碳 可 以 看 作 唯一 一 个 结合 2 个 氧 的 碳 。 其 次 ， 一 
且 形 式 环 状 结构 ， 相 同 的 碳 可 与 其 他 糖分 子 上 拥有 一 个 羟基 的 某 个 碳 进一步 连接 起 来 ， 生 成 
一 个 双 糖 。 例 如 ， 蔗 糖 由 一 分 子 葡萄 糖 和 一 分 子 果糖 组 成 。 更 大 的 糖 多 聚 体 包括 赛 糖 〈 三 本、 
四 糖 等 ) 和 巨大 的 多 糖 ， 它 由 无 数 的 单 糖 单位 组 成 。 
糖 类 物质 彼此 连接 起 来 生成 多 聚 体 的 方式 证 明 
生物 化 学 键 形成 时 存在 某 些 一 般 特征 。 一 个 糖分 子 
上 的 一 OH 基 团 和 另 一 个 糖分 子 上 的 一 OH 基 团 通 
过 缩合 反应 ， 生 成 一 个 化 学 键 。 在 此 反应 过 程 中 
当 化 学 键 生成 时 ， 释 放出 一 分 子 水 《图 2-19)。 其 他 
生物 多 聚 体 ， 例 如 ， 核 酸 和 蛋白 质 中 的 亚 单位 ， 也 
未 名 反应 ”是 通过 缩合 反应 ， 并 释放 水 分 子 ， 彼 此 连接 起 来 的 
所 有 这 些 缩合 反应 形成 的 化 学 键 可 以 通过 相反 的 过 


OH HO 


HO HO 
= noe 程 , 水解 反 应 , 被 打 断 ， 在 此 过 程 中 消耗 水 
(图 2-19)。 
由 于 每 个 单 糖 拥有 许多 自由 羟基 ， 它 们 可 以 与 
A 其 他 的 单 糖 (或 者 许多 其 他 复合 物 ) 连接 起 来 ， 所 


以 糖 聚合 物 能 产生 分 支 ， 而 且 可 能 出 现 的 多 糖 结构 
也 是 多 种 多 样 的 。 即 便 是 由 2 个 葡萄 糖 残 基 也 能 形 
aia haere 成 11 种 不 同 的 双 糖 (图 2-20) 中 ， 而 三 种 不 同 的 六 
碳 糖 (Cs HzOs)， 可 以 连接 起 来 生成 几 千 种 三 糖 。 
图 2-19 两 个 单 糖 形成 一 个 二 糖 的 反应 。 因为 如 此 ， 确 定 多 糖 中 单 糖 单位 的 组 成 情况 比 确定 
这 个 反应 属于 一 种 普遍 类 型 的 反应 ， 称 为 缩合 反 "DNA 中 的 核 苷 酸 序列 要 困难 得 多 ， 后 者 中 每 个 单 体 
应 ， 在 此 反应 中 ，2 个 分 子 由 于 失去 1 分 子 水 而 连 ”彼此 以 相同 的 方式 连接 起 来 。 

接 起 来 。 北 反应 反应 中 加 水 ) 称 为 水 解 反应 - 
” 注意 其 中 的 1 个 碳 这 里 指 左边 这 个 ) 结合 2 分 葡萄 糖 单 糖 作为 细胞 能 量 的 来 源 ， 起 着 重要 作 
FM, ERM (218). MERRY, 2 个 ”用 ， 经 过 一 系列 反应 ， 它 断裂 成 更 小 的 分 子 ， 释 放 
糖分 子 之 间 形 成 的 这 种 普通 类 型 的 共 价 键 称 为 糖 ”出 能 量 ， 细 胞 可 以 利用 来 作 有 用 功 ， 这 些 我 们 将 在 
Fe (图 2-20) 后 面 讨 论 。 细 胞 利用 仅 由 葡萄 糖 单位 组 成 的 简单 多 

糖 作为 长 期 的 能 量 储存 形式 ， 在 动物 中 主要 是 糖 原 ， 在 植物 中 主要 是 淀粉 。 
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专题 2-4 细胞 内 常见 糖 的 一 些 类 型 的 概述 


单 糖 
单 糖 通常 具有 一 个 通 式 (CHzO)。， 这 里 ”可 以 是 3、4、5、6、7 或 8， 单 糖 具 有 两 个 或 更 多 的 羟基 。 单 精 
o 
Ñ 
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H H H 
= BMN 果糖 
环 的 形成 异 构 体 


在 水 溶液 中 ， 糖 分 子 上 的 醛 基 或 酮 基 倾 向 于 与 同 


BF 的 羟基 反应 ， 因 而 使 分 子 形成 环 状 。 
H 


H= C- OH 
31 

H-C—OH 
41 
SCHLOH 


CH,OH 


OH OH 
每 个 碳 原子 标记 一 个 数字 


许多 单 糖 仅仅 在 原子 的 空间 排列 上 不 同 ， 也 就 是 说 ， 它 
们 是 异 构 体 。 例如， 葡萄 糖 、 半 乳糖 和 甘露 糖 具 有 相同 
的 公式 (Cs Hiz(k)， 但 是 某 一 个 或 两 个 碳 原子 上 的 基 团 


排列 不 同 。 
CHOH 


H 
HEM 
这 些小 差别 仅仅 使 糖 的 化 学 性 质 发 生 较 小 的 改变 ， 但 会 使 
它们 被 酶 和 其 他 蛋白 质 识别 ， 因 此 具有 重要 的 生物 作用 。 
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ail pike 糖 衍生 物 
携带 醛 基 或 酮 基 的 碳 原子 上 的 卷 基 可 以 | 一 个 简单 单 糖 的 羟基 可 以 被 其 他 的 基 团 取代 。 例 如 ， 
迅速 从 一 个 位 置 变换 到 另 一 个 位 置 。 这 fap 
PAPE HEY a M B。 on 
o 2 CH.OH 
PHE ayit on 
N- 乙酸 葡 精 胶 NS 

一 旦 一 个 糖 与 另 一 个 糖 连 接 起 来 ，a 或 
B 形 式 也 就 确定 不 变 。 
二 糖 ae CH.OH 8 果 精 
携带 醛 基 或 酮 基 的 碳 原子 可 以 与 另 一 个 HOCH, 
糖分 子 上 的 任 一 个 羟基 反应 形成 一 个 二 om) 
糖 。 其 中 的 连接 键 称 为 糖苷 键 。 HO oi oma... 
A LN ZAJE x 

AEE (葡萄糖 十 葡萄 糖 ) ro 

乳糖 ( 半 和 乳糖 十 苟 萄 糖 ) KO 

WEWE MIRME- SRI 
形成 蔗糖 的 反应 如 图 所 示 。 HO KAn 

on on 

Bens i 


从 简单 重复 的 糖 单元 可 以 生成 大 的 线性 或 带 分 支 的 分 子 。 
短 链 的 称 为 守 糖 ， 而 长 链 的 称 为 多 糖 。 例 如 ， 糖 原 是 一 
个 全 部 由 葡萄 糖 单位 彼此 连接 起 来 形成 的 多 糖 . 


分 支点 


复杂 的 多 糖 CH,OH 


在 许多 情况 下 糖 的 序列 不 Ts HO 
是 重复 的 。 许 多 不 同 的 分 HO 2 
子 可 能 出 现 这 种 情况 。 这 ba 
AS et EMME Hs SEE 
质 或 脂 类 结合 ， 如 图 中 所 Abe 
RRE, AL ae o, 
表面 决定 特定 血型 的 分 子 ey 
的 一 部 分 。 ”Ho 
OH 
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图 2-20 由 两 个 D- 葡 萄 糖 单位 组 成 的 11 种 二 糖 
尽管 这 些 二 糖 仅仅 在 两 个 葡 葡 糖 单位 之 间 的 连接 键 形式 存在 差别 ， 它 们 在 化 学 上 是 不 同 的 。 由 于 与 蛋白 质 和 
脂 类 结合 的 赛 精 可 能 拥有 6 个 或 者 更 多 的 不 同类 单 精 ， 它 们 以 线性 或 分 支 状 排列 的 形式 用 糖 背 键 连接 起 来 ， 
如 此 图 所 示 ， 内 此 细胞 内 可 以 利用 的 不 同 的 塞 糖 种 类 是 很 多 的 。 对 于 a 和 B 连接 的 解释 ， 见 专题 2-4 


糖 不 仅仅 用 于 产生 和 储存 能 量 ， 它 们 也 可 以 用 来 组 装机 械 、 支 撑 装 置 。 因 此 地 球 上 含量 
最 丰富 的 有 机 化 学 物质 一 一 植物 细胞 壁 中 的 纤维 素 ， 也 是 艾 萄 糖 组 成 的 多 糖 。 另 外 一 种 特别 
丰富 的 有 机 物 ， 构 成 昆虫 外 骨骼 和 真菌 细胞 壁 的 过 多 糖 ， 也 是 一 种 多 糖 ， 它 是 一 种 糖 衍生 物 ， 
入 乙酰 氨基 葡萄 糖 的 线性 聚合 物 。 各 种 各 样 的 其 他 多 糖 是 黏土 、 黏 液 、 软 骨 的 主要 组 分 。 

较 小 的 赛 糖 可 以 同 蛋白 质 共 价 结合 ， 形 成 糖 蛋白 ， 也 可 与 脂 类 物质 结合 形成 糖 脂 ， 它 们 
存在 于 细胞 膜 。 如 第 10 章 所 讲 的 ， 大 部 分 细胞 的 表面 都 包 被 和 连 级 着 糖 聚 合 物 ， 它 们 是 细胞 
膜 中 的 糖 蛋 白 或 者 糖 脂 。 这 些 糖 侧 链 通 常 被 其 他 细胞 选 拌 性 地 识别 。 人 类 血型 不 同 的 分 子 基 
础 就 在 于 不 同人 的 细胞 表面 存在 不 同 的 糖 类 物质 。 


脂肪 酸 是 细胞 膜 的 组 成 物质 


每 个 脂肪 酸 分 子 ， 例 如 ， 棕 榈 酸 拥 有 两 个 化 学 上 过 然 不 同 的 区 域 〈 图 2-21)， 一 个 是 长 长 
的 烃 链 ， 疏水 且 化 学 反应 活性 较 低 ; 另 一 个 是 羧基 O COOH), ERAM GRAD 的 特征 ， 
在 溶液 里 电离 ， 极 其 亲 水 ， 且 化 学 反应 活性 较 强 。 细 胞 内 几乎 所 有 的 脂肪 酸 都 通过 它们 的 羧 
酸 基 团 与 其 他 的 分 子 共 价 连 接 起 来 。 

棕榈 酸 的 烃 链 尾巴 是 饱和 的 : 碳 原子 之 间 没有 双 键 ， 含 有 最 多 数目 的 氢 。 硬 脂 酸 ， 动 物 
缘 肪 中 另 一 种 普通 脂肪 酸 ， 也 是 饱和 的 。 其 他 一 些 脂 肪 酸 ， 如 油 酸 ， 有 不 饱和 的 尾巴 ， 在 尾 
巴 中 存在 一 个 或 多 个 双 键 。 这 些 双 键 在 分 子 上 形式 一 个 结 节 ， 影 响 分 子 包装 起 来 形成 固体 的 
能 力 。 也 正 是 因为 这 些 双 键 ， 导 致 硬 的 (饱和 的 ) 和 软 的 (多 不 饱和 ) 人 造 黄油 之 间 产 生 差 
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别 。 细 胞 内 发 现 的 许多 不 同 脂肪 酸 之 间 的 差别 仅仅 在 于 
1 烃 链 尾巴 的 长 短 不 同和 碳 碳 双 键 的 数目 以 及 位 置 不 同 
(专题 2-5)。 
E 由 于 脂肪 酸 降解 能 够 产生 的 有 用 能 量 ， 以 相同 重量 
计算 大 约 是 葡萄 糖 的 6 倍 ， 所 以 脂肪 酸 相 当 于 细胞 内 浓 
缩 的 食物 储存 。 它 们 以 三 脂 酰 甘 油分 子 组 成 的 脂肪 滴 的 
形式 储存 在 许多 细胞 的 细胞 质 内 。 这 些 三 脂 酰 甘油 通过 
3 个 脂肪 酸 链 结合 到 一 分 子 甘油 上 产生 (专题 2-5)， 动 
物 脂肪 和 植物 油 就 属于 这 类 分 子 。 前 者 存在 于 肉 类 、 黄 
油 和 乳油 当中 ; 后 者 如 玉米 油 、 橄 槛 油 等 。 如 果 细 胞 内 
需要 提供 能 量 ， 脂 肪 酸 链 就 从 三 脂 酰 甘油 上 释放 下 来 并 
降解 成 许多 二 碳 单位 。 这 些 二 碳 单位 与 葡萄 糖 降解 衍生 
的 二 碳 单位 相同 ， 它 们 也 进入 相同 的 产能 反应 途径 ， 这 
些 内 容 将 在 本 章 后 面 讨论 。 
| 脂肪 酸 和 它们 的 衍生 物 如 三 脂 酰 甘油 都 属于 脂 类 。 
KIO REM FRR 脂 类 是 一 类 广泛 定义 的 生物 分 子 的 集合 ， 这 些 分 子 具 有 
共同 的 特征 ， 它 们 不 溶 于 水 而 溶 于 脂肪 和 有 机 溶剂 ， 如 
图 2-21 一 种 脂肪 酸 苯酚 。 脂 类 典型 地 含有 一 个 长 长 的 烃 尾 〈 如 在 脂肪 酸 和 
脂肪 酸 巾 一 个 亲 水 的 羧 酸 基 团结 合 到 一 个 疏 ” 异 二 烯 中 )， 或 者 含有 以 多 种 形式 连接 的 芳香 环 〈 如 在 


亲 水 的 凑 酸 基 团 


(B) 


水 的 烃 链 尾巴 上 产生 ， 这 里 显示 的 是 棕 桐 酸 ， 类 固 醇 类 中 ) 。 
SIDESIRMS AR BLOB IE. (A) 结构式。 细胞 内 脂肪 酸 最 重要 的 功能 就 是 形成 细胞 膜 ， 这 些 
凑 酸 基 团 用 电离 形 R. (B) 球 棒 模型 


薄片 包 被 所 有 的 细胞 和 它们 内 部 的 细胞 器 。 细 胞 膜 大 部 
分 由 磷脂 组 成 ， 它 们 是 小 分 子 ， 与 三 脂 酰 甘油 类 似 ， 主 
要 由 脂肪 酸 和 甘油 结合 而 成 。 在 磷脂 中 ， 甘 油 与 两 个 脂肪 酸 链 结合 ， 而 不 是 像 三 酰 甘 油 中 那样 
与 三 个 脂肪 酸 链 结 合 。 甘 油 上 的 第 三 个 位 点 结合 到 亲 水 的 磷酸 基 团 上， 磷酸 基 团 再 结合 到 一 个 
亲 水 复合 物 如 胆 碱 上 〈 专 题 2.5)。 因 此 ， 每 一 类 磷脂 分 子 具 有 一 条 由 两 个 脂肪 酸 链 组 成 的 疏水 
尾巴 和 一 个 亲 水 的 头 部 ， 即 磷酸 所 在 位 置 。 这 样 使 得 磷酸 具有 不 同 于 绝对 疏水 的 三 脂 酰 甘油 的 
物理 和 化 学 特性 。 像 磷脂 这 样 ， 有 一 个 亲 水 区 域 和 一 个 朴 水 区 域 的 分 子 ， 称 为 两 亲 分 子 。 

磷脂 形成 细胞 膜 的 功能 来 源 于 它们 的 两 亲 特 性 。 磷 脂 在 水 面 展 开会 形成 单 层 的 磷脂 分 子 ， 
疏水 尾巴 朝向 空气 ， 而 亲 水 头 部 接触 水 面 。 在 水 中 ， 两 层 这 样 的 分 子 层 很 容易 尾 对 尾 结合 形 
成 一 个 磷脂 三 明治 ， 或 者 脂 双 层 结构 。 这 个 双 层 结构 是 所 有 细胞 膜 的 结构 基础 (图 2-22) 。 


氨基 酸 是 蛋白 质 的 亚 单位 


氨基 酸 是 一 类 具有 一 个 确定 特性 的 多 种 分 子 集合 : 它们 都 有 一 个 送 酸 基 团 和 一 个 氨基 ， 
这 两 个 基 团 都 结合 到 单一 的 碳 原子 上 ， 称 为 e 碳 原子 (图 2-23)。 氨 基 酸 的 化 学 多 样 性 来 源 于 
侧 链 ， 它 也 结合 到 a- 碳 原子 上 。 和 氨基酸 之 所 以 对 于 细胞 很 重要 ， 是 因为 它们 能 组 成 蛋白 质 。 
蛋白 质 就 是 氨基 酸 的 多 聚 体 ， 这 些 氨 基 酸 头 尾 相 连 ， 形 成 一 条 长 链 ， 然 后 折 蔡 成 每 种 蛋白 特 
有 的 三 维 结构 。 蛋 白质 链 中 相 邻 两 个 氨基 酸 之 间 的 共 价 键 称 为 肽 键 ; 氨基酸 形成 的 长 链 称 为 
多 肽 链 〈 图 2-24)。 无 论 多 肽 链 由 哪些 特定 的 氨基 酸 组 成 ， 它 的 一 端 都 有 一 个 氨基 (NH) 基 
团 〈 它 的 N 端 ) ， 而 另 一 端 都 有 一 个 羧基 〈COOH) 基 团 〈 它 的 C 端 ) 。 这 使 得 它 具 有 确定 的 
方向 一 一 结构 上 的 极 性 〈 与 电极 相反 ) 。 
ene 


CC) 空间 填充 异型 


专题 2-5 ”脂肪酸 和 其 他 的 脂 类 


常见 的 脂肪 酸 三 本 甘油 脂肪酸 被 当 作 能 量 〈 脂 肪 和 油 ) 储存 起 来 ， 它 通过 一 个 酷 键 与 甘 

这 些 都 是 需 酸 ,具有 长 油 连接 起 来 ， 形 成 三 酰 甘 油 ， 也 称 为 甘油 三 酯 。 
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人 存在 数 百 种 不 同 的 脂肪 酸 。 其 中 一 些 脂肪 酸 的 烃 尾 中 有 一 个 或 多 个 双 键 ， 称 其 
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nE 磷脂 。 磷脂 是 细胞 膜 的 主要 结构 成 分 。 

如 果 以 游离 的 形式 存在 ， 脂 肪 酸 的 羧基 就 X) 

会 电离。 CD xn -0 
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但 多 数 情况 下 羧基 与 其 他 基 团结 合 ， 形 
成 酯 
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脂 的 聚合 物 
脂肪 酸 有 一 个 亲 水 头 部 和 一 个 疏水 尾部 。 


sz ai 


在 水 中 脂肪 酸 能 形成 一 个 7) 
表面 膜 或 形成 小 的 微 团 。 


它们 的 街 生 物 可 以 通过 朴 水 作用 力 形成 更 大 的 聚合 物 


三 酰 甘油 可 以 在 细胞 质 内 形成 巨 ” 磁 脂 和 甘油 酯 形成 自我 封闭 的 脂 双 层 作为 细胞 
大 的 球状 脂肪 滴 。 膜 的 基础 。 
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ee 


其 他 的 脂 质 脂 质 是 指 细胞 内 不 溶 于 水 而 溶 于 有 cp, 
机 溶剂 的 分 子 。 其 他 两 类 常见 的 脂 。”“、、 
是 类 固 醉 和 多 聚 类 异 戊 二 烯 ， 二 者 、 
都 由 异 成 二 烯 单位 生成 。 


类 固 醇 KAMAA A LERE. 
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多 聚 类 异 戊 二 烯 
异 成 二 烯 的 长 链 复合 物 
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糖 脂 
与 磷脂 一 样 ， 这 些 复合 物 由 玖 水 区 和 极 性 区 组 成 ， 其 中 疏水 区 含有 2 个 长 长 的 烃 
尾 ， 而 极 性 区 域 则 含有 一 个 或 多 个 糖 残 基 ， 不 含 磷酸 。 


SRNR FF te 
有 细胞 膜 参 与 多 糖 蛋白 
和 某 些 多 糖 的 合成 中 扒 
带 活化 的 糖 类 物质 。 
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两 个 疏水 
脂肪 酸 尾巴 
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0222 磷脂 结构 以 及 磷脂 在 细胞 膜 内 的 方向 性 
在 水 环境 中 ， 确 脂 的 疏水 尾巴 聚集 在 一 起 排斥 水 。 这 里 它们 形成 了 一 个 双 层 结构 ， 每 个 确 脂 的 亲 水 
头 部 朝向 水 。 脂 双 层 是 细胞 膜 的 基础 ， 这 些 内 容 将 在 第 10 章 详细 讨论 
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图 2-23 ARR 
CA) 在 细胞 内 ，pH 值 接近 7， 游 离 的 氨基 酸 以 电离 形式 存在 ， 但 是 它 一 旦 渗入 到 多 肘 链 中 ， 氨基 和 着 基 所 带 的 电荷 
就 会 消失 。(B) 丙 氨 酸 的 球 棒 模型 。(C) 再 氨 酸 的 空间 填充 模型 (H， 白 色 ; C M: O. 红色 ，N， 蓝 色 ) 


RAAR Phe 图 2-24 蛋白质 分 子 的 一 小 部 分 

所 示 的 4 个 氨基 酸 通 过 3 个 肽 键 连接 起 来 ， 其 中 一 个 肽 链 用 黄 
色 突 出 表示 。 其 中 一 个 氨基 酸 用 灰色 阴影 表示 。 氨 基 酸 侧 链 
用 红色 表示 ， 多 肽 链 的 两 个 未 端 在 化 学 上 是 不 同 的 。 一 个 未 


端 , N 端 ， 是 氨基 ， 另 一 个 未 端 ，C 端 ， 是 羧基 。 序 列 通常 从 
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蛋白 质 中 通常 存在 20 种 氨基 酸 ， 每 一 种 都 有 不 同 的 侧 链 结 合 到 a- 碳 原子 上 (专题 3-1)。 
这 20 种 氨基 酸 在 所 有 的 蛋白 质 中 不 断 出 现 ， 而 不 论 这 些 蛋白 质 是 来 自 于 细菌 、 植 物 还 是 动 
物 。 生 命 进化 过 程 中 ， 这 20 种 氨基 酸 是 如 何 被 选 定 作为 蛋白 质 组 分 的 还 不 清楚 ， 其 他 氨基 酸 
为 什么 不 能 同样 好 地 发 挥 作用 的 化 学 原因 也 不 清楚 。 但 是 一 旦 确立 了 这 种 选择 结果 ， 就 不 能 
再 更 改 了 ， 因 为 生命 的 太 多 方面 依赖 于 它 。 

与 糖 一 样 ， 所 有 的 氨基 酸 除 甘氨酸 之 外 ， 都 存在 旋光 异 构 体 ，P 型 或 型 (专题 3-1)。 
但 是 蛋白 质 中 仅仅 发 现 上 型 的 存在 ， 尽 管 D 型 氨基 酸 是 细菌 细胞 壁 和 一 些 抗生素 的 一 部 分 。 
这 种 仅 使 用 二 型 而 不 使 用 D 型 构造 蛋白 质 的 原因 是 另 一 个 尚未 弄 清楚 的 进化 之 谜 。 

20 种 标准 氨基 酸 提 供 的 化 学 多 样 性 对 于 蛋白 质 功 能 是 至 关 重 要 的 。 这 20 种 氨基 酸 有 5 
种 氨基 酸 的 侧 链 在 溶液 中 能 电离 ， 因 此 能 带 上 电荷 (图 2-25)。 其 他 的 是 不 带电 荷 的 氨基 酸 。 
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图 2-25 ”氨基酸 侧 链 所 带电 荷 依赖 于 pH 值 
图 中 显示 了 5 种 不 同 的 能 带电 荷 的 侧 链 。 在 水 溶液 中 ， 凑 酸 很 容易 失去 H+ ， 形 成 带 负 电荷 的 离子 ， 可 用 词 绷 
“ate" 表 示 ， 如 天 冬 氨 酸 和 谷 氨 酸 中 那样 。 对 于 氨基 ， 也 存在 类 似 的 情况 ， 在 水 溶液 中 氨基 酸 可 以 接受 一 个 H* 形 
成 带 正 电荷 的 离子 〈 没 有 特殊 的 名 称 )。 这 些 反应 是 迅速 可 逆 的 ， 带 电荷 与 不 带电 荷 这 两 种 形式 的 数目 依赖 于 溶液 
的 pH 值 。 高 pH 值 时 ， 羧 酸 倾向 于 带电 荷 ， 而 氨基 倾向 于 不 带电 荷 ， 低 pH 值 时 则 相反 ， 拔 酸 不 带电 荷 ， 而 氨基 
带电 荷 。 当 半数 的 羧 酸 或 氨基 残 基带 电荷 时 的 pH 值 称 为 这 个 氨基 酸 侧 链 的 PK。 在 细胞 中 ，pH 接近 7， 几 乎 所 有 
的 着 酸 和 氨基 都 以 带 全 部 电荷 的 形式 存在 


Pee 


它们 中 一 些 是 极 性 和 亲 水 的 ， 另 一 些 是 非 极 性 和 疏水 的 。 正 如 我 们 第 3 章 将 讨论 的 ， 氨 基 酸 
侧 链 的 多 种 特性 是 蛋白 质 具 有 多 样 且 复杂 的 功能 的 基础 。 


iE Re DNA f RNA 的 亚 单 位 


核 形 酸 是 由 一 个 含 氮 环 复合 物 与 一 个 5 碳 糖 结合 形成 的 一 类 分 子 。 这 个 糖 可 以 是 核糖 ， 
也 可 以 是 脱氧 核糖 ， 它 携带 一 个 或 更 多 的 磷酸 基 团 〈 专 题 2-6)。 含 有 核糖 的 核 苷 酸 也 称 为 核 
糖 核 苷 酸 ， 而 含有 脱氧 核糖 的 也 称 为 脱氧 核糖 核 背 酸 。 巾 于 历史 原因 ， 含 氨 环 通常 称 为 碱 基 ; 
酸性 条 件 下 ， 它 们 每 一 个 可 以 结合 一 个 H*” (质子 )， 因 此 能 增加 水 溶液 中 OH 浓度。 不同 
的 碱 基 之 问 具有 很 强 的 家 族 相似 性 。 胞 喀 啶 〈C) 、 胸 腺 喀 啶 〈T) MRE CU) 之 所 以 称 
为 喀 啶 ， 是 因为 它们 都 是 含有 6 个 原子 的 喀 啶 环 的 衍生 物 ; 乌 嗓 哈 (G) AREP (A) 是 味 
叭 复合 物 ， 它 们 含有 另外 一 个 五 原子 环 ， 与 六 原子 环 融合 。 每 个 核 芽 酸 都 是 根据 它 所 含 的 碱 
基 命名 的 〈 专 题 2-6)。 

核 苷 酸 可 以 作为 化 学 能 的 短期 载体 ， 其 中 最 重要 的 是 腺 嘎 叭 核 背 三 磷酸 或 ATP 
(图 2-26), 它 用 于 成 百 上 千 的 不 同 细胞 反应 之 间 转 移 能 量 ，ATP 是 在 食物 的 氧化 降解 释放 的 
能 量 ， 推 动 进行 的 反应 中 生成 的 。 它 的 3 个 磷酸 基 团 通过 2 个 磷酸 栈 键 依次 相连 ， 这 些 磷酸 
醋 键 的 断裂 会 释放 出 大 量 有 用 的 能 量 。 尤 其 是 末端 的 磷酸 基 团 ， 频 繁 地 被 水 解 断裂 ， 将 一 个 
磷酸 基 团 转移 到 其 他 分 子 上 或 者 释放 能 量 推动 需 能 生物 合成 反应 (图 2-27)。 其 他 的 核 苷 酸 衍 
生物 可 以 作为 其 他 化 学 基 团 的 转移 载体 ， 这 些 将 在 后 面 讨论 。 
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图 2-26 ARES RM (ATP) 的 化 学 结构 
CA) 结构 式 ，(B) 空间 填充 模型 ，(B) 中 代表 原子 的 颜色 分 别 是 ，C， 黑 色 ; N， 蓝 色 ; H, Ht: 


O， 红 色 ， 以 及 P 黄 色 


然而 ， 核 苷 酸 在 细胞 内 最 基本 的 作用 是 储存 以 及 提取 生物 信息 。 核 苷 酸 作为 构建 单元 
用 于 形成 核酸 一 一 它 是 长 链 的 聚合 物 ， 其 中 核 苷 酸 亚 单位 之 问 通过 磷酸 二 酯 键 共 价 连接 起 来 ， 
该 键 是 在 上 一 个 核 苷 酸 中 结合 到 核糖 上 的 磷酸 基 团 和 下 一 个 核 苷 酸 中 核 精 上 的 羟基 之 问 生成 
的 。 核 酸 链 是 由 富 含 能 量 的 核 苷 三 磷酸 经 过 缩合 反应 合成 的 ， 这 个 缩合 反应 在 磷酸 二 酯 键 形 
成 过 程 中 ， 释 放出 无 机 磷酸 。 

存在 两 种 主要 类 型 的 核酸 ， 它 们 的 差别 在 于 糖 -磷酸 骨架 上 ， 存 在 不 同类 型 的 糖 。 那 些 以 
核糖 为 基础 的 核酸 称 为 核糖 核酸 (ribonucleic acid) 或 RNA, 它们 含有 A, G, CA UMH, 
而 那些 以 脱氧 核糖 〈 分 子 中 核糖 碳 原子 环 上 2 位 置 的 羟基 被 氢 取 代 ， 见 专题 2-6) 为 基础 的 核 
酸 称 为 脱氧 核糖 核酸 (deoxyribonucleic acid) 或 DNA， 它 们 含有 A, G, CMT RHE (THE 
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A 图 2-28 脱毛 核糖 核酸 (DNA) 分 子 一 条 链 的 一 小 部 分 
图 中 显示 了 4 个 核 苷 酸 ， 用 黄色 突出 显示 了 其 中 一 个 相 邻 核 背 酸 
之 间 的 确 酸 二 酯 键 ， 用 灰色 阴影 显示 了 其 中 一 个 核 华 酸 。 核 精 上 
特定 位 置 的 碳 原 子 称 为 5 和 3' 碳 原子 ， 之 间 的 磷酸 二 栈 键 将 核 荫 
醇 连接 起 来 。 因 为 如 此 ， 多 聚 核 苷 酸 链 的 一 端 ，5 端 ， 具 有 一 个 
自由 磷酸 基 团 ， 而 另 一 端 ，3 端 ， 具 有 一 个 羟基 。 多 聚 核 苷 酸 链 
中 核 苷 酸 的 线性 序列 通常 用 一 个 字母 的 代码 进行 缩写 ， 而 且 序 列 

如 总 是 从 5 端 开始 阅读 。 本 例 所 示 的 序列 是 G-A-T-C 
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专题 2-6 BRERA 


BEB 
STKE FT AAT SRE, 
一 个 五 碳 糖 ， 以 及 一 个 或 多 个 磷酸 
基 团 。 


磷酸 

磷酸 通常 与 核糖 或 脱氧 核糖 (5') 的 
C5 位 羟基 相连 。 单 磷酸 、 二 磷酸 和 三 
磷酸 都 比较 常见 。 


BARE 


i 碱 基 与 同一 碳 原 子 
核 间 本 是 核酸 的 基本 单位 AAEREN: 《CD PAA 
碱 基 

° Nu 
| ($ 
NH, ey mommy Bron 
| Nog cae 
ney tie 4 Nen 
„l c | mee H 3 
Gi 1 ad 
HC. ha N~o Nit 
Yor R 
ESE sam N” be ce 
mee ON o AMEE SES j 
糖 
HOCH. OH 


OH H 
核 苷 酸 的 糖 的 每 一 个 标记 的 碳 原子 都 加 撤 表 示 ;， 因 此， 其 中 一 个 读 作 “5 撤 碳 ”等 。 


核 精 核 酸 的 1-D- 核糖 


脱氧 核 精 酸 中 
的 B-D-2- 脱氧 核 精 
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术语 
全 名 称 可 能 会 混淆 不 清 ， 缩 写 就 很 清楚 了 
核 背 酸 可 用 三 个 字母 简写 ， 下 面 
破 基 Blt 缩写 “| 是 一 些 例子 : 
m matt A 
S ‘ _ | AMP = Bemis Bett MRN 
SE | UBM RTE RR G AMP = IR URES BET TBR AR 
Me | Ue Bet c UDP BREE Bet R 
ATP= RSS BE = BR 
meme: | REREN 
MRAR |WEERRRE| T ee + + AR BIR 
核酸 核 音 酸 具有 许多 其 他 的 功能 
核 音 酸 通过 5' 和 3! 碳 原子 之 间 的 | 1. 核 葵 酸 可 以 通过 极 易 水 解 的 磷酸 栈 键 携带 化 学 能 量 。 


磷酸 二 酯 键 连接 起 来 ， 形 成 核酸 。 
核酸 链 中 核 苷 酸 的 线性 序列 通常 
用 一 个 字母 的 符号 简写 ，A-G-C- 
T-T-A-C-A, 并 将 链 的 5 端 写 在 
左边 。 


o 


o—P—o—cn, 
0 


AF: DNA 


无 水 醋 键 RAR E) 


I 1 iL Wot 1 i] i] 
WS—C -CNCC —C —N=C—C—C—C =0—P—O—P—O— CH, 
| | [ipl 而 | It 1 | 
HHH HHH HOCH O o 
例子 : 辅酶 A(CoA) 


9 
? 
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3. 核 背 酸 用 作 细 胞 内 的 特殊 信号 分 子 。 


例子 ， 环 腺 苷 磷酸 (cAMP) 
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化 学 上 类 似 RNA 中 的 U， 仅 仅 在 喀 啶 环 上 增加 一 个 甲 基 ) (图 2-28). RNA 在 细胞 中 通常 以 
条 多 聚 核 苷 酸 链 的 形式 存在 ， 而 DNA 实际 上 总 是 以 双 链 分 子 存在 ， 两 条 走向 相反 的 多 聚 
核酸 链 组 成 一 个 DNA 双 螺 旋 ， 它 们 通过 在 两 条 链 的 碱 基 之 间 形 成 氢 键 彼此 缠绕 在 一 起 。 
DNA 或 RNA 中 核 苷 酸 的 线性 序列 编码 了 细胞 的 遗传 信息 。 不 同 核酸 分 子 中 碱 基 通过 氢 
键 彼此 识别 和 配对 〈 称 为 碱 基 对 ) 的 能 力 ， 即 G 和 C 配 对 ，A 和 或 U 配对 ， 是 所 有 遗传 
和 进化 的 基础 ， 这 些 将 在 第 4 章 讨论 。 


拥有 显著 特征 的 大 分 子 在 细胞 化 学 中 占据 主要 地 位 


以 重量 衡量 ， 大 分 子 是 目前 为 止 活 细胞 内 最 为 丰富 的 含 碳 分 子 〈 图 2-29 和 表 2-4) 。 它 们 
是 组 装 细胞 的 主要 构成 元 件 ， 也 是 赋 子 了 生命 体 不 同 特征 的 组 分 。 细 胞 内 的 大 分 子 是 有 机 小 
分 子 〈 称 为 单 体 或 亚 单位 ) 仅仅 通过 共 价 连 接 成 一 条 长 链 形成 的 多 聚 体 〈 图 2-30) 。 然 而 这 些 
大 分 子 拥有 许多 显著 的 特征 ， 这 些 特征 是 不 可 能 从 它们 的 简单 组 分 中 预测 到 的 。 


离子、 小 

分 子 (4%) 
FRPR(2%) 
J DNA(I%) 


NS 


图 2-29 细胞 内 大 分 子 含量 丰富 
图 中 显示 细菌 细胞 大 致 组 成 〈 以 重量 计算 )。 动 物 细胞 的 组 成 与 其 类 似 CB 2-4) 


表 2-4 一 个 典型 的 细菌 和 一 个 典型 的 哺乳 动物 细胞 近似 的 化 学 组 成 
占 细胞 比重 
大 肠 杆 菌 哺乳 动物 细胞 


成 分 


水 

无 机 离子 (Na ,K~ ,Mg?* ,Ca CI 等 ) 
各 种 小 分 子 代谢 产物 

蛋白 质 


[wea gues 


多 糖 2 2 

细胞 总 体积 2X10-2cm 4X10 ?cm 

相对 细胞 体积 1 2000 
蛋白 质 多 糖 `.DNA 和 RNA 是 生物 大 分 子 。 脂 类 虽然 具有 大 分 子 的 某 些 特征 。 但 是 并 不 被 归 为 生物 大 分 子 :例如 : 脂 类 大 
部 分 被 合成 为 小 分 子 的 线性 多 聚 体 (乙酰 辅酶 A 上 的 乙酰 基 团 ) ,同时 它们 自我 育 集 成 大 的 结构 (如 细胞 膜 )， 注 意 水 和 蛋 
白质 构成 了 细菌 和 动物 细胞 的 大 部 分 质量 。 
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特别 是 蛋白 质 含量 丰富 ， 种 类 多 样 。 它 们 在 细胞 内 


me 发 挥 无 以 计数 的 各 种 作用 。 许 多 蛋白 质 作 为 酶 ， 催 化 细 
Q 胞 所 需 的 大 量 共 价 键 生成 和 断裂 的 反应 。 所 有 细胞 借以 

从 食物 分 子 中 获取 能 量 的 反应 都 由 作为 酶 的 蛋白 质 进行 
© 催化 ， 如 一 种 核糖 二 磷酸 羧 化 酶 。 在 光合 作用 有 机 体内 
uae 将 CO, 转变 为 糖 ， 生 成 地 球 上 生命 所 需 的 大 部 分 有 机 
* 物质 。 其 他 一 些 蛋白 质 用 于 构造 结构 组 分 ， 例 如 ， 微 管 


蛋白 ， 它 是 一 种 可 以 自我 组 装 成 细胞 长 长 的 微 管 的 蛋白 
图 2-30 三 类 大 分 子 质 , 或 者 组 蛋白 ， 它 们 是 一 类 将 DNA 压缩 成 染色 体 的 
每 种 大 分 子 都 是 由 小 分 子 〈 称 为 单 体 或 亚 。 看 白质。 但 是 也 有 一 些 蛋 白质 充当 分 子 硝 来 产生 力量 和 
单位 通过 共 价 键 连接 起 来 形成 的 聚合 物 位移， 如 肌肉 中 的 肌 球 蛋白 。 蛋 白质 也 可 以 拥有 大 量 的 
其 他 功能 。 在 本 书后 面 我 们 将 讨论 这 些 功能 产生 的 分 子 基础 。 这 里 我 们 仅仅 提 及 使 得 这 些 功 
能 成 为 可 能 的 大 分 子 化 学 中 的 一 些 共同 原则 。 
尽管 从 细节 上 讲 ， 对 于 将 单 体 加 到 每 个 聚合 物 上 生成 蛋白 质 、 核 酸 和 多 糖 的 反应 是 不 同 的 
但 是 这 些 反应 具有 重要 的 特点 。 每 个 聚合 物 的 延长 ， 要 通过 缩合 反应 将 单 体 加 到 生长 着 的 链 状 
聚合 物 的 末端 ， 在 此 反应 中 ， 每 增加 一 个 亚 单位 就 失去 一 分 子 水 〈 图 2-19)。 由 单 体 逐 步 聚 合成 
一 条 长 链 是 生成 巨大 复杂 分 子 的 一 种 简单 方法 ， 因 为 整个 聚合 作用 由 同一 组 酶 经 过 反复 作用 催 
化 单 体 的 加 成 。 在 某 种 意义 上 讲 ， 这 个 过 程 就 像 工 厂 里 机 器 反复 操作 ， 除 了 一 个 关键 的 方面 以 
外 。 与 某 些 多 糖 不 同 ， 大 部 分 大 分 子 都 是 从 大 量 的 彼此 略为 不 同 的 单 体 合成 的 ， 如 合成 蛋白 质 
的 20 种 不 同 的 氨基 酸 。 人 聚 合 链 并 不 是 由 单 体 随机 组 装 而 成 ;而 是 按 特定 次 序 (或 序列 ) 依次 加 
人 的 ， 这 对 于 生命 是 至 关 重 要 的 。 第 5 章 和 第 6 章 详 细 论 述 了 酶 催化 实现 这 一 点 的 精确 机 制 。 


非 共 价 键 不 仅 决定 了 大 分 子 的 精细 形状 ， 而 且 决定 了 它 与 其 他 分 子 的 结合 


大 分 子 中 大 部 分 共 价 键 允许 它们 连接 的 原子 旋转 ， 所 以 聚合 链 具 有 很 大 的 柔性 。 从 理论 
上 讲 ， 这 使 得 大 分 子 在 随机 热能 的 影响 下 缠绕 和 旋转 时 具有 无 数 种 形状 或 者 构 型 。 然 而 ， 由 


rs, 的 
EKAN vika”. 
图 2-31 大 部 分 蛋白 质 和 许多 RNA M EREE 


如 果 维持 这 个 稳定 构 型 的 非 共 价 键 受 到 破坏 ， 那 么 分 子 就 变 成 一 条 柔软 多 变 的 链 ， 
通常 没有 任何 生物 学 价值 


+ 826 


于 在 分 子 不 同 部 位 之 间 形 成 弱 的 非 共 价 键 ， 大 部 分 大 分 子 形状 是 高 度 受 限 的 。 如 果 形 成 足够 
多 的 非 共 价 键 ， 聚 合 链 就 会 强烈 倾向 呈现 某 一 特定 的 构 型 ， 它 由 链 中 单 体 的 线性 序列 决定 。 
事实 上 ， 细 胞 内 发 现 的 所 有 的 蛋白 质 分 子 和 许多 小 RNA 分 子 都 以 这 种 方式 紧密 折 又 成 这 种 
高 度 倾向 的 构 型 (图 2-31) 。 

生物 分 子 中 重要 的 4 种 非 共 价 相互 作用 已 在 本 章 前 面 论述 过 ， 也 可 见 专题 2-3。 尽 管 它们 
中 每 个 都 很 微弱 ， 但 是 这 些 相互 作用 不 仅 共同 作用 使 生物 大 分 子 折 伙 成 独一无二 的 形状 : 在 
不 同 的 两 种 分 子 之 间 ， 如 果 它 们 彼此 紧密 吻合 ， 这 些 相互 作用 也 会 共同 作用 在 这 两 种 分 子 间 
形成 一 种 强烈 的 相互 吸引 ， 就 像 手套 戴 到 手 上 一 样 ， 这 种 形式 的 分 子 相 互 具有 很 大 特异 性 。 
由 于 牢固 结合 所 需 的 多 点 接触 也 使 大 分 子 能 够 从 细胞 内 存在 的 大 量 其 他 类 型 分 子 中 仅 选 出 一 
种 〈 通 过 结合 ) 最 合适 的 分 子 ， 而 且 ， 由 于 结合 的 强度 有 赖 于 形成 的 非 共 价 键 数目 ， 所 以 几 
乎 任何 一 种 亲 和 相 互 作用 都 是 可 能 的 ， 一 旦 需要 ， 就 可 以 迅速 解 离 。 

这 种 类 型 的 结合 是 所 有 生物 催化 剂 发 挥 作用 的 分 子 基础 ， 因 而 可 以 使 蛋白 质 能 够 发 挥 酶 
的 作用 。 非 共 价 键 也 使 得 大 分 子 能 够 用 于 构建 更 大 的 结构 。 在 细胞 内 ， 大 分 子 经 常 彼此 结合 
起 来 形成 巨大 的 复合 体 ， 因 而 组 装 出 复杂 的 机 器 ， 拥 有 多 种 自由 活动 的 部 件 ， 能 够 行使 诸如 
DNA 复制 和 蛋白 质 合成 这 样 复杂 的 功能 (图 2-32) 。 


亚 基 = 大 分 子 = KATARE 
共 价 键 非 共 价 键 
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图 2-32 小 分 子 、 蛋 白质 和 按 近似 比例 画 的 核糖 体 
核 精 体 是 细胞 蛋白 质 生产 机 器 的 主要 部 分 ， 每 个 核糖 体 都 是 约 90 个 大 分 子 〈 蛋 白质 和 RNA 分 子 ) 形成 的 复合 体 


小 结 


活 生 物 体 是 一 个 自我 调控 、 自 我 繁衍 的 化 学 系统 。 它 们 由 一 系列 不 同 的 有 限 数量 的 含 碳 
小 分 子 的 组 成 ， 对 于 任何 一 种 物种 来 讲 ， 本 质 上 都 是 一 样 的 。 这 些 分 子 中 每 一 种 都 由 一 些小 
原子 构成 ， 这 些 原子 通过 共 价 键 彼 此 相连 呈现 出 某 种 精确 的 构 型 。 
这 些小 分 子 主要 是 糖 、 脂 肪 酸 、 氨 基 酸 和 核 音 酸 。 糖 是 细胞 的 主要 化 学 能 量 来 源 ， 而 且 
可 以 组 装 成 多 糖 作为 能 量 储备 。 脂 肪 酸 对 于 能 量 储存 也 很 重要 ， 但 它们 最 重要 的 作用 是 参与 
细胞 膜 的 形成 。 由 氨基 酸 组 成 的 聚合 物 都 是 差别 显著 且 功 能 多 样 的 大 分 子 ， 称 为 蛋白 质 。 核 
普 酸 在 能 量 转 移 过 程 中 发 挥 主要 作用 。 核 葵 酸 也 是 形成 信息 分 子 ，RNA 和 DNA 的 亚 单位 。 
细胞 的 大 部 分 干 物质 都 是 大 分 子 ， 它 们 是 氨基 酸 ( 蛋 白质) AHMAR (DNA 和 
RNA)， 按 特定 的 顺序 彼此 共 价 连接 起 来 形成 的 线性 聚合 物 。 蛋 白质 和 许多 RNA 分 子 折 得 成 
独特 的 构 型 ， 它 由 分 子 中 亚 单位 的 序列 决定 。 这 个 折 得 过 程 产生 独特 的 表面 ， 折 和 悟 过 程 也 依 
赖 于 原子 间 由 非 共 价 力 产生 的 大 量 弱 相互 作用 。 这 些 力 有 4 种: HP, Kat, Cee A 
非 极 性 基 团 间 的 由 于 疏水 性 而 从 水 中 排斥 导致 相互 作用 。 同 一 类 弱 相 互 作用 力 控制 其 他 分 子 
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和 大 分 子 的 特异 性 结合 ， 使 得 生物 分 子 间 的 各 种 协同 能 够 产生 细胞 的 结构 和 细胞 内 的 化 学 。 


催化 作用 和 细胞 利用 能 量 


最 重要 的 是 ， 生 物 的 一 个 性 质 使 它们 看 起 来 几乎 惊人 地 不 同 于 无 生命 物质 ， 生物 在 一 个 
总 是 趋 于 更 加 混乱 的 宇宙 中 创造 和 维持 有 序 性 〈 图 2-33)。 为 了 创造 有 序 性 ， 生 物体 内 的 细胞 
必须 不 断 地 进行 化 学 反应 。 在 某 些 这 些 反应 中 ， 有 机 小 分 子 一 一 氨基 酸 、 糖 、 核 背 酸 以 及 脂 ， 
被 分 解 或 修饰 以 供给 细胞 所 需 的 许多 其 他 小 分 子 。 在 其 他 反应 中 ， 这 些小 分 子 被 用 来 构建 非 
常 多 的 蛋白 质 、 核 酸 以 及 其 他 的 大 分 子 ， 这 些 大 分 子 赋予 生命 系统 所 有 的 最 有 特色 的 性 质 。 
每 个 细胞 可 以 被 视 作 一 个 小 型 的 化 学 工厂 ， 每 秒 进行 数 百 万 的 反应 。 
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图 2-33 生物 结构 中 的 有 序 性 
活 生 物 体 的 各 个 组 织 水 平 都 存在 排列 整齐 的 、 华 丽 的 、 漂 亮 的 空间 图 案 。 按 从 小 到 大 的 顺序 :〈A) 病毒 外 壳 的 蛋白 质 分 
Fi (B) 精子 尾部 的 微 管 以 模 截 耐看 到 的 规则 排列 ，(C) 花粉 颗粒 〈 单 个 细胞 ) 的 表面 轮廓 ，(D) 蝴蝶 翅膀 的 闭合 显 
示 由 怒 多 形成 的 图 案 ， 每 个 翅 姑 是 由 一 个 细胞 形成 的 ，(E) 向 日 苗 中 螺旋 排列 的 种 子 ， 它们 由 数 百 万 个 细胞 组 成 。 
[ CA) 经 R. A. Grant 和 上 M. Hogle 许可 使 用 ;(B) 经 Lewis Tilney 许可 使 用 ，(C) 经 colin MacFarlane 和 Chris Jeffree 
许可 使 用 ，(D) 和 (E) 经 Kjell B Sandrde 许可 使 用 ] 


细胞 代谢 是 由 酶 组 织 的 

细胞 所 执行 的 化 学 反应 通常 只 在 高 于 细胞 内 的 温度 发 生 。 由 于 这 个 原因 ， 每 个 反应 需要 
化 学 反应 性 的 特异 增强 。 该 需要 是 重要 的 ， 因 为 它 使 得 每 个 反应 受到 细胞 的 控制 。 这 种 控制 
是 通过 称 为 酶 的 特 化 蛋白 质 执行 的 ， 每 个 酶 只 加 速 或 催化 特定 分 子 可 能 进行 的 许多 种 反应 中 
的 一 种 。 酶 催化 的 反应 通常 串联 在 一 起 ， 以 便 一 个 反应 的 产物 称 为 另 一 个 反应 的 起 始 材料 或 
底 物 (图 2-34) 。 这 些 长 的 线性 反应 途径 反 过 来 彼此 连接 ， 形 成 互联 反应 的 网 络 ， 使 得 细胞 能 
够 生存 、 生 长 以 及 繁殖 (图 2-35). 

spas 


图 2-34 一 组 酶 促 反应 如 何 形成 一 条 代谢 途径 
每 种 酶 催化 一 个 特定 的 反应 ， 从 催化 的 过 程 中 酶 保持 不 变 。 在 这 个 例子 中 ， 依 次 作用 的 一 组 酶 将 分 子 
人 转变 为 分 子 F， 从 而 形成 一 条 代谢 途径 
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图 2-35 某 些 代谢 途径 以 及 它们 自己 在 一 个 典型 细胞 内 的 互相 联系 
图 中 标 出 大 约 500 个 共同 的 代谢 反应 ， 一 个 代谢 途径 中 的 每 个 分 子 用 一 个 实心 图 代表 ， 如 图 2-34 中 黄色 盒子 所 示 
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细胞 内 发 生 两 种 方向 相反 的 反应 : A 


食物 分 子 an 径 将 食品 分 解 成 更 小 的 分 子 ， 从 而 产生 对 细胞 有 用 的 
or, 多 分 子 能 量 形式 和 细胞 所 需 的 作为 原材料 的 某 些小 分 子 ; 


@ 合 成 代谢 或 生物 合成 途径 利用 分 解 代谢 所 产生 的 能 

® IAS Ith 量 促进 形成 细胞 的 许多 其 他 分 子 的 合成 。 这 两 组 反应 
tg 一 起 构成 细胞 的 新 陈 代谢 (metabolism) (图 2-36), 

细胞 新 陈 代谢 的 许多 细节 是 生物 化 学 的 传统 主题 ， 

在 这 我 们 并 不 关注 这 此 细节。 但是， 细胞 从 环境 中 获 

Sek = Wee ONEA EKE ae UUI F 


per oe 细胞 生物 学 是 重要 的 。 我 们 先 介绍 为 何 能 量 的 不 断 输 
入 对 于 维持 生物 体 是 必需 的 。 
Ba 38) HELE BY 2 fie 1B IE E A A E RT AE 
D b 
que 事物 普遍 趋 于 变 得 混乱 可 以 用 物理 基本 定律 
生物 合成 的 构件 


热力 学 第 二 定律 来 表示 ， 热 力学 第 二 定律 是 说 在 宇宙 
图 2.36 新 陈 代谢 中 分 解 代 谢 和 合成 。。 “中 或 任何 独立 的 系统 完全 与 宇 窗 的 其 余部 分 隔离 的 
代谢 之 间 关系 的 图 解 物质 总 和 ) 中 混乱 程度 只 能 增加 。 热 力学 第 二 定律 对 
如 图 中 所 示 ， 因 为 食物 分 子 的 化 学 键 中 储存 ”所 有 生物 具有 如 此 深远 的 影响 ， 以 至 于 该 定律 值得 以 
的 能 量 大 部 分 以 热 的 形式 释放 ， 所 以 能 量 全 。” 几 种 方式 重新 介绍 。 
来 源 于 分 解 代谢 的 任何 生物 所 需 的 食物 的 质 例如 ,我 们 可 以 用 概率 的 方式 介绍 第 二 定律 ， 我 
四 大 大 多 王 全 成 代谢 所 生成 分子 的 质 是。 人 说 系统 将 自发 地 向 那些 具有 最 大 概率 的 排列 改变 。 
例如 ， 如 果 我 们 考虑 一 盒 100 个 硬币 朝 上 ， 一 系列 扰乱 盒子 的 偶然 事件 将 趋 于 将 排列 移 向 50 
个 头 和 50 个 尾 的 混合 。 原 因 很 简单 : 存在 很 多 种 单个 硬币 的 可 能 排列 能 实现 50-50 结果 ， 但 
只 有 一 种 可 能 排列 使 得 所 有 的 硬币 方向 朝 上 。 因 为 50-50 的 混合 是 最 可 能 的 ， 所 以 我 们 说 它 
更 “混乱 ”。 因 为 相同 的 原因 ， 通 常 在 没有 有 意 的 努力 的 情况 下 一 个 人 的 生活 空间 将 变 得 日 益 
混乱 : 混乱 的 运动 是 一 种 自发 过 程 ， 需 要 定期 的 努力 来 逆转 (图 2-37), 

一 个 系统 中 的 混乱 的 量 可 以 定量 。 我 们 用 来 测量 这 种 混乱 的 量 称 为 系统 的 entropy): 
混乱 越 大 ， 则 越 大 。 因 此 ， 表 示 热 力学 第 二 定律 的 第 三 种 方式 是 系统 自发 地 向 更 大 焙 的 排 
列 改变 。 

活 细胞 经 过 存活 ， 生 长 并 形成 复杂 有 机 体 的 过 程 是 在 不 断 产生 有 序 性 的 ， 因 此 看 起 来 似 
乎 违背 了 热力 学 第 二 定律 。 这 怎么 可 能 呢 ? 答案 在 于 一 个 细胞 并 不 是 一 个 隔绝 的 系统 ， 它 从 
环境 中 吸收 能 量 ， 这 些 能 量 的 存在 形式 ,或 者 是 食物 ， 或 者 是 太阳 光子 (更 甚至 于 像 化 合 细 
菌 那 样 仅 来 自 于 无 机 分 子 )， 然 后 细胞 利用 这 种 能 量 在 自身 内 部 建立 有 序 性 。 在 此 化 学 反应 过 
程 中 ， 细 胞 所 利用 的 能 量 一 部 分 转化 为 热量 ， 这 些 热量 被 释放 到 细胞 所 处 环境 中 ， 并 增加 了 
环境 的 无 序 性 ， 因 此 正如 物理 定律 规定 的 那样 ， 总 粹 细胞 与 环境 的 总 炉 ) 增加 了 。 

为 了 理解 控制 这 些 能 量 转换 的 规则 ， 让 我 们 设想 一 个 细胞 处 于 代表 宇宙 其 余 物质 组 成 的 
“海洋 ”中 。 当 这 个 细胞 存活 并 生长 时 ， 它 在 内 部 产生 有 序 性 。 但 是 当 它 合成 分 子 并 将 它们 组 
装 到 细胞 结构 中 去 时 ， 释 放 了 热能 。 热 是 以 最 无 序 的 形式 存在 的 能 量 -一 -随机 振动 的 分 子 。 
当 此 细胞 将 热 释 放 到 环境 中 时 ， 它 增加 了 分 子 运动 的 频率 〈 热 运动 )， 因 此 增加 了 环境 的 随机 
度 或 者 无 序 度 。 由 于 细胞 内 有 序 度 的 增加 不 足以 抵消 环境 中 有 序 度 的 减少 ( 炳 增加 )， 所 以 这 
个 过 程 符合 热力 学 第 二 定律 (图 2-38), 
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自发 反应 
件 随 着 时 间 的 流逝 } 


有 组 织 的 成 就 需要 能 最 的 输入 


图 2-37 自发 趋向 混乱 的 日 常 图 解 
逆转 趋向 于 混乱 的 趋势 需要 有 意 的 努力 和 努力 的 输入 : 它 不 是 自发 的 。 事实 上 ， 从 热力 学 第 二 定律 我 们 可 以 
确定 所 需 的 人 的 干预 将 释放 足够 的 能 量 到 环境 中 ， 这 些 能 基 不 足以 补偿 重新 布置 该 房间 内 物品 所 耗 的 能 最 


物质 海洋 细胞 
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图 2-38 活 细胞 的 一 种 简单 的 热 动力 分 析 
左 图 表示 细胞 内 部 和 宇宙 其 余 空间 中 (物质 海洋 ) 的 分 子 处 于 相对 训 乱 的 状态 。 右 图 中 细胞 通过 一 个 增加 其 内 部 分 
子 有 序 度 的 反应 ， 从 食物 分 子 中 吸收 能 量 ， 并 释放 出 热 基 。 由 于 热 增加 了 细胞 周围 环境 中 的 无 序 度 〈 用 锯齿 状 的 箭 
头 和 扭曲 的 分 子 表示 、 表 明 热 增加 了 分 子 运动 ，， 所 以 在 细胞 生长 和 分 效 的 过 程 中 遵守 了 热力 学 第 二 定律 ， 该 定律 
认为 字 审 中 无 序 度 的 总 量 必须 不 断 增 加 “〈 更 详细 的 讨论 见 专题 2-7) 


细胞 释放 的 热量 从 哪里 来 呢 ? 这 里 我 们 遇 到 另外 一 个 重要 的 热力 学 定律 。 热 力学 第 一 定 

律 规定 能 量 可 以 从 一 种 形式 转变 为 另 一 种 形式 ， 但 是 既 不 能 产生 也 不 能 消亡 。 图 2-39 列举 了 

某 些 形式 的 能 量 。 巾 于 细胞 内 发 生化 学 反应 ， 以 不 同形 式 存在 的 能 量 的 数量 将 发 生 改 变 ， 但 
第 一 定律 告诉 我 们 ， 能 量 的 总 量 必须 保持 不 变 。 例 如 ， 某 一 个 动物 细胞 吸收 食物 ， 并 将 存在 
于 这 些 食物 分 子 内 原子 间 的 化 学 键 能 转变 成 分 子 的 随机 热 运动 (热量 )。 如 果 这 些 细胞 内 的 反 
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专题 2-7 自由 能 和 生物 反应 


自由 能 对 细胞 的 重要 性 

生命 之 所 以 成 为 可 能 ， 是 由 于 每 个 细胞 中 发 生 的 化 
学 反应 相互 作用 ， 形 成 复杂 的 网 络 。 当 我 们 考虑 组 
成 这 个 网 络 的 代谢 途径 时 ， 可 能 会 怀疑 细胞 能 进化 
产生 一 种 酶 ， 催 化 任何 它 需要 的 反应 。 但 事实 并 不 
是 这 样 。 尽 管 酶 是 强 有 力 的 催化 剂 ， 但 是 它们 仅仅 
能 够 催化 那些 热 动力 学 可 能 的 反应 ; 其 他 的 反应 之 
所 以 能 在 细胞 内 进行 ， 仅 仅 是 因为 它们 与 推动 自身 
进行 的 非常 有 利 的 反应 偶 联 起 来 。 一 个 反应 是 否 能 


够 自发 进行 ， 还 是 需要 与 其 他 反应 偶 联 起 来 ， 这 个 
问题 对 于 细胞 生物 学 是 很 重要 的 。 借 用 自由 能 这 个 
量 我 们 可 以 得 到 答案 。 即 在 一 系列 反应 过 程 中 ， 总 
自由 能 变化 决定 整个 序列 反应 能 否 发 生 。 在 本 专题 
H, 我们 将 阐述 一 些 基本 理论 来 自 化 学 和 物理 学 的 
一 个 特殊 分 支 ， 称 为 热 动力 学 ， 以 帮助 理解 什么 是 
自由 能 以 及 为 什么 对 细胞 如 此 重要 。 


化 学 键 发 生 改 变 所 释放 的 自由 能 转变 成 热能 


RF 
j” 
-个 封闭 的 系统 定义 为 一 个 分 子 的 集合 ， 它 不 和 字 


宙 其 余部 分 交换 物质 〈 如 上 图 所 示 的 “盒子 里 的 细 
胞 ”)。 任 何 这 种 系统 都 含有 总 能 量 为 E 的 分 子 。 这 
个 量 将 以 不 同 的 形式 分 布 ， 一 些 作为 分 子 的 平移 能 
- 些 作为 分 子 的 振动 和 旋转 的 能 量 ， 但 是 大 部 分 是 
组 成 分 子 的 单个 原子 之 间 的 键 能 。 假 设 系 统 内 发 生 
反应 ， 热 力学 第 一 定律 限定 了 什么 类 型 的 反应 能 发 
By 定 任何 反应 过 程 中 ， 字 宙 能 量 的 总 量 保持 
不 变 。 例如， 假设 盒子 中 某 个 位 置 发 生 了 A 一 B 的 
反应 ， 并 且 释 放 了 大 量 的 化 学 键 能 。 这 些 能 量 最 初 
将 增加 系统 内 部 分 子 运动 的 频率 (平移 的 、 振 动 的 
和 旋转 的 )， 这 也 相当 于 增加 了 系统 的 温度 。 然而 
这 些 增加 的 运动 将 很 快 转移 到 系统 外 ， 它 是 通过 一 
系列 的 分 子 碰撞 ， 首 先 增加 了 盒 壁 的 温度 ， 然 后 增 


加 盒子 外 的 温度 在 我 们 的 例子 中 用 海洋 (sea) 代 
表 盒 子 外 ]。 结 果 系统 恢复 到 最 初 的 温度 ， 而 此 时 盒 
子 内 部 释放 的 所 有 化 学 键 能 也 全 部 转变 成 热能 ， 并 
转移 到 盒子 外 面 的 环境 中 。 根 据 第 一 定律 ， 盒 内 能 
量 的 变化 AEa+ 我 们 将 用 AE 表示 ) 必须 与 转移 的 
热能 (我 们 用 h 代替 〉 在 数量 上 相等 ， 而 符号 相反 
BD AE 二 一 h。 因 此 ， 当 热能 从 系统 释放 时 盒 内 的 总 
能 量 (E) 减少 。 反 应 中 已 也 可 以 因为 盒子 外 部 做 
的 功 而 改变 。 例如， 假设 在 某 个 反应 中 ,盒子 的 体 
积 (AV) 发 生 了 较 小 的 改变 。 由 于 盒子 壁 必 须 逆 着 
外 界 环 境 的 恒定 压力 〈P) 向 外 推动 以 扩大 体积 
这 个 过 程 对 外 界 环境 做 了 功 ， 需 要 能 量 。 所 用 的 能 
量 为 PCAV)， 根 据 热力 学 第 一 定律 ， 盒 内 必须 减 
少 相同 的 量 。 在 大 多 数 反应 中 ， 化 学 键 能 都 转变 成 
DAR. R CH) 是 一 个 混合 的 方程 包含 两 者 
CH=E+ PV), PRR REE, BRIE BE REAR 
而 不 是 能 量 的 变化 与 转移 到 外 部 环境 中 的 热能 相等 
在 妞 降低 的 反应 中 ， 向 环境 释放 了 能 量 ， 因 此 说 这 
类 反应 是 “ 放 热 的 "; 而 在 末 增 加 的 反应 中 ， 从 环 
境 中 吸收 了 能 量 ， 因 此 说 这 类 反应 是 “ 吸 热 的 "。 因 
Wi, —h= AH。 然 而 ， 在 大 部 分 生物 反应 中 ， 体 积 
改变 可 以 忽略 不 计 ， 所 以 得 到 更 好 的 近似 
—h=AH=AE 


热 动力 学 第 二 定律 

假设 有 一 个 容器 里 装 了 1000 枚 硬币 ， 且 全 都 正面 朝 
上 ， 如 果 用 力 摇动 这 个 容器 ， 让 硬币 做 类 似 所 有 分 
子 因 频 繁 与 其 他 分 子 碰撞 所 做 的 那 种 随机 运动 。 那 
么 结果 将 会 是 大 约 一 半 的 硬币 将 正面 朝 下 。 发 生 重 
新 定向 的 原因 在 于 ; 使 最 初 处 于 有 序 状态 的 硬币 在 
运动 后 重新 恢复 原状 (每 个 硬币 正面 向 上 ) 的 方式 
只 有 一 种 ， 然 而 却 有 许多 不 同 的 方式 (大 约 10) 


使 其 处 于 50-50 状态 的 方式 比 任何 其 他 状态 的 方式 
都 更 多 。 每 一 种 状态 都 有 一 个 发 生 的 概率 ， 它 与 现 
实 这 个 状态 存在 的 方式 的 数目 呈正 比 。 热 力学 第 二 
定律 表述 为 : 系统 将 自发 地 从 较 低 可 能 性 的 状态 转 
变 为 较 高 可 能 性 的 状态 。 由 于 较 低 可 能 性 的 状态 比 
较 高 可 能 性 状态 更 加 有 序 ， 所 以 第 二 定律 可 以 重新 
表述 为 ， 宇宙 不 断 发 生变 化 以 达到 更 加 无 序 的 状态 。 
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第 二 定律 〈 而 不 是 第 一 定律 ) 可 以 用 来 预测 特定 反 
应 进行 的 方向 。 但 是 为 了 使 其 能 用 于 这 个 目的 ， 就 
必须 有 一 个 方便 的 测量 方式 ， 借 以 得 到 无 序 状态 的 
程度 或 者 概率 大 小 。 炉 就 是 这 样 一 种 测量 方式 E 
是 概率 的 对 数 方程 

AS 一 Rln pa/pa 

这 样 当 其 中 pa 和 加 是 状态 A 和 B 出 现 的 概率 时 ， 
只 是 气体 常数 (2 cal deg’ mol™'), AS 用 炉 单 位 
Ceu) 衡量 。 在 前 面 1000 个 硬币 的 例子 中 ， 所 有 正 
面向 上 (状态 AD 和 一 半 向 上 一 半 向 下 (状态 BD 
的 概率 比值 与 实现 这 两 种 状态 的 方式 数目 的 比值 是 
相同 的 。 可 以 计算 一 下 : px =1 和 pu = 1000! 
(500! X 500!) 二 10%。 因 此 ， 当 用 力 播 动容 器 ， 
使 得 正面 向 上 和 向 下 的 硬币 各 占 一 半 时 ， 硬 币 重新 


FETE HE R In (10), 或 者 大 约 每 摩尔 容器 
(6X 10° DER 1370eu。 我 们 看 到 ， 因 为 在 状态 A 
PIRE BE s/p) 中 上 面 定义 的 AS 为 正 ， 所 
以 具有 大 的 S 增加 的 反应 〈 即 AS>0) 在 能 量 上 有 
利 ， 更 倾向 于 自发 进行 。 
正如 第 2 章 讨 论 的 ， 热 能 引起 分 子 的 随机 运动 。 
由 于 热能 从 一 个 封闭 的 系统 转移 到 周围 环境 中 ， 增 
加 了 外 界 分 子 不 同 排列 的 数目 ， 所 以 它 增加 了 这 些 
分 子 的 丧 。 可 以 证 明 ， 释 放 一 定数 量 的 热能 ， 在 低 
温 条 件 下 比 在 高 温 条 件 下 可 以 产生 更 大 的 无 序 性 效 
果 ; 此 外 也 可 以 证 明 环境 的 AS 值 (上 面 定义 的 
ASan) 与 转移 到 环境 中 的 热能 完全 相等 ，ASw 等 
于 系统 (Ch) 除 以 绝对 温度 (T): 
ASwn =h/T 


吉 布 斯 自由 能 ，G 

当 人 研究 一 个 封闭 的 生物 系统 时 ， 更 愿意 用 一 种 简单 
的 方式 预测 给 定 的 反应 能 否 在 系统 内 自发 进行 。 我 
们 已 经 看 到 关键 问题 在 于 宇宙 的 炳 变 在 反应 发 生 时 
是 正 的 还 是 负 的 。 在 假定 的 理想 系统 〈 盒 内 的 细胞 ) 
W, FRAAIE h PNB AR HHA Ce i T R y 
MIAN BIA MA “HEE” RE, tE 
何 预测 前 必须 将 二 者 加 合 起 来 。 例 如 ， 一 个 反 
能 吸收 热量 ， 因 而 减少 了 海洋 的 丧 〈ASwr 一 0 )， 
同时 增加 了 人 勉 内 的 无 序 性 程度 (ASsr 二 0)， 这 样 全 
部 的 ASrx 二 ASwm 十 ASsf 大 于 零 。 这 种 情况 下 ， 
反应 将 自发 进行 ， 即 使 反应 过 程 中 海洋 将 热 传 递 给 
合子 。 这 类 反应 的 一 个 实例 是 氧化 钠 在 盛 有 水 的 烧 
BE OC MRP") 中 溶解 ， 这 是 一 个 自发 进行 的 过 程 ， 
即使 当 盐 洲 解 到 洲 液 中 时 水 温 降低 了 。 

化 学 家 发 现 ， 定 义 一 些 新 的 “混合 方程 "， 对 于 
描述 系统 的 结合 在 一 起 的 物理 性 质 很 有 用 。 可 以 结合 
在 一 起 的 性 质 包括 温度 (D, EH (P, RE (V), 
feit (E MA S). Ke CH) 则 是 混合 方程 之 一 。 
但 是 ， 到 目前 为 止 对 于 生物 学 家 最 有 用 的 混合 方程 是 
吉 布 斯 自由 能 ，G。 它 充当 一 个 计算 装置 ， 用 来 推理 
出 盒子 内 发 生化 学 反应 引起 的 字 审 焙 变 的 大 小 ， 同 时 
MR EENEN ENR. G 的 定义 是 

G=H-TS 
式 中 ， 对 于 体积 为 V 的 盒子 ，H EE m EEA AE 
(CE 十 PVW， 工 是 绝对 温度 ，S JERR. 这些 量 中 每 个 
都 仅 适用 于 盒 内 反应 。 在 盒 内 进行 的 反应 中 ， 自 由 
能 变化 《产物 的 G 减 去 起 始 物 的 GC) 用 AG 表示 ， 
正如 我 们 将 要 证 明 的 那样 ， 它 是 反应 发 生 时 所 产生 
的 无 序 的 数量 的 直接 衡量 。 
恒温 时 反应 过 程 中 自由 能 的 变化 AG》 等 于 


AH 一 TAS. 联系 到 AH= 一 
热量 ,我 们 现在 有 两 个 方程 : 
~4G=—AH+Tas 
AG=h 十 TAS 


h， 即 以 海洋 吸收 的 


所 以 
—AG/T=h/T +AS 

但 是 h/T 等 于 海洋 的 炉 变 〔ASwm )， 上 面 方程 中 
AS 即 为 ASaf 。 因 此 

~AG/T= ASøn + ASgs 一 ASiW 
我 们 得 出 结论 : 自由 能 变化 是 宇宙 灶 变 的 直接 衡量 
方式 。 一 个 反应 将 沿 着 导致 自由 能 变化 小 于 零 的 方 
向 进行 ， 因 为 在 这 种 情况 下 ， 当 反应 发 生 时 ， 字 审 
AMEN TE. 

对 于 一 系列 涉及 许多 不 同 分 子 的 偶 联 反 应 ， 总 
自由 能 变化 可 以 这 样 简单 地 计算 为 将 反应 后 所 有 
不 同 分 子 的 自由 能 加 和 起 来 ， 然 后 与 反应 前 这 些 分 
子 的 自由 能 之 和 进行 比较 ; 对 于 常见 的 物质 ， 所 需 
的 自由 能 变化 可 以 从 发 表 的 表格 中 查 到 。 通 过 这 种 
方式 ， 可 以 预测 反应 进行 的 方向 ， 从 而 可 以 很 容易 
地 检验 任何 假设 机 制 的 可 行 性 。 例如， 从 观察 到 的 
跨 线粒体 内 膜 的 电化 学 质子 梯度 数量 级 和 ATP 在 线 
粒 体 水 解 的 AG 当中 ， 可 以 肯定 ATP 合成 酶 每 合成 
1 分子 ATP 需要 多 于 1 个 质子 通过 线粒体 膜 。 

一 个 反应 的 AG 值 可 以 直接 衡量 该 反应 离 平 衡 有 
多 远 。 细 胞 内 AIP 水 解 反应 巨大 的 负 AG 仅仅 反映 
出 细胞 将 ATP 水 解 反应 维持 在 离 平衡 状态 多 达 10 次 
方 的 数量 级 上 。 一 个 反应 如 果 达 到 平衡 ，AG=0， 反 
应 就 会 以 完全 相同 的 速率 向 正 反应 和 递 反应 方向 进 
行 。 对 于 ATP 水 解 反应 ， 当 大 量 的 ATP 被 水 解 时 ， 
反应 到 达 了 平衡 ， 这 种 情况 发 生 在 死亡 的 细胞 中 。 
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应 是 为 了 使 宇宙 整体 变 得 更 加 无 序 ， 那 么 这 种 化 学 能 向 热能 的 转化 就 是 必需 的 ， 正 如 第 二 定 
律 规定 的 那样 。 


起 的 砖 块 具 ea o EN 当 砖 块 碰撞 地 
有 潜在 的 能 最 面 时 热量 释放 


两 个 所 分 子 MIF 丙 个 新 形成 的 水 分 子 热量 扩散 
的 快速 振动 和 转动 到 环境 中 
水 中 的 分 子 快速 运动 热量 


H; 和 O, 的 化 学 键 能 


4 SV 
| 6 is 
在 活化 状态 的 


太阳 能 叶绿素 分 子 叶绿素 分 子 
化 学 键 能 


电磁 ( 光 ) 能 


图 2-39 一 些 不 同 能 量 形式 之 间 的 相互 转化 
原则 上 所 有 的 能 基 形 式 都 可 以 相互 转化 。 在 所 有 这 些 过 程 中 ,能量 的 总 基 保 持 不 变 。 因 此 ， 例 如， 从 第 一 个 例 
子 砖 块 的 高 度 和 重量 中 ， 我 们 可 以 推测 出 它 落地 时 有 多 少 热 释放 。 在 第 二 个 例子 中 ， 注 意 当 水 分 子 形成 时 ， 大 
基 的 化 学 分 子 键 能 最 初 被 转化 为 两 个 新 生成 的 水 分 子 内 非常 迅速 的 热 运动 ， 但 是 与 其 他 分 子 间 的 碰撞 几乎 瞬间 
就 将 这 种 动能 均匀 地 分 散 到 环境 中 〈 热 转换 )， 从 而 使 得 新 生成 的 分 子 与 其 他 分 子 一 样 


细胞 并 不 能 从 它 释放 的 热量 中 获 益 ， 除 非 细胞 内 产生 热 反 应 直接 与 分 子 有 序 性 的 产生 过 
程 相连 。 正 是 产 热 与 有 序 度 的 增加 之 间 紧 密 偶 联 ， 使 得 细胞 的 新 陈 代谢 显著 有 别 于 燃料 在 火 
中 消耗 性 的 燃烧 。 在 本 章 的 后 部 分 ， 我 们 将 阐明 这 种 偶 联 是 怎样 进行 的 。 到 此 ， 我 们 完全 有 
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理由 认识 到 ， 如 果 细 胞 能 够 在 倾向 于 混乱 的 环境 中 建立 并 维持 有 序 状 态 ， 那 么 必须 使 食物 分 
子 的 燃烧 同 生 物 学 有 序 性 的 产生 直接 联系 起 来 。 


光合 生物 利用 阳光 合成 有 机 分 子 


所 有 动物 的 生存 都 依赖 与 储存 在 有 机 分 子 化 学 键 中 的 能 量 ， 这 些 有 机 分 子 由 其 他 生物 合 
成 ， 并 被 动物 采 食 。 这 些 分 子 也 提供 给 动物 所 需 的 原子 以 构建 新 的 活性 物质 。 有 些 动物 靠 捕 
食 其 他 动物 获得 食物 ， 但 处 在 动物 食物 链 最 底层 的 是 采 食 植 物 的 动物 。 这 些 植物 反 过 来 ， 从 
阳光 中 捕获 能 量 结果 ， 所 以 动物 细胞 利用 的 能 量 最 终 都 来 源 于 阳光 。 

光 能 通过 植物 和 光合 细菌 中 的 光合 作用 进入 生命 世界 ， 光 合作 用 使 得 阳光 中 的 电磁 能 转 
化 为 细胞 内 的 化 学 键 能 。 植 物 能 从 无 机 物 中 获得 它们 所 需 的 所 有 原子 : 从 大 气 二 氧化 碳 中 得 
到 碳 ， 从 水 中 得 到 所 和 氧 ， 从 土壤 里 的 氨 及 硝酸 盐 中 得 到 氨 ， 还 能 从 土壤 里 的 无 机 盐 中 得 到 
需求 量 较 少 的 其 他 元 素 。 植 物 利用 光 获 得 的 能 量 将 这 些 原子 组 装 成 糖 、 氨 基 酸 和 脂肪 酸 。 这 
些小 分 子 反 过 来 进一步 转变 成 组 成 植物 的 蛋白 质 、 核 酸 、 多 糖 以 及 脂 类 物质 。 一 旦 后 来 这 些 
植物 被 动物 采 食 ， 所 有 这 些 物质 都 成 为 动物 的 食物 分 子 。 

光合 作用 发 生 在 两 个 阶段 〈 图 2-40)。 在 第 一 阶段 ， 光 能 被 捕获 并 作为 化 学 键 能 瞬间 储存 
于 特殊 的 小 分 子 中 ， 这 些小 分 子 作为 能 量 和 化 学 基 团 的 载体 发 挥 作用 (我 们 后 面 将 讨论 这 些 
活化 的 分 子 载体 )。 光 使 水 分 子 裂解 释放 出 分 子 氧 ， 作 为 第 一 阶段 的 无 用 产物 被 释放 。 


太阳 ss uae n gr = 


po 


H,0 0, 


光合 作用 > 
H,0 + co: 
” 


图 2-40 光合 作用 
光合 作用 的 两 个 阶段 。 第 一 阶段 产生 的 能 量 载体 是 后 面 将 要 讨论 的 2 个 分 子 一 一 ATP 和 NADPH 


在 第 二 阶段 ， 能 量 载体 分 子 用 于 促进 碳 的 固定 过 程 。 在 这 个 过 程 中 ， 利 用 CO, 提供 一 个 
气体 和 水 分 子 中 生成 糖 ， 因 此 对 于 植物 自身 以 及 任何 采 食 植物 的 动物 来 讲 都 提供 了 一 种 有 用 
的 途径 以 储存 化 学 键 能 和 物质 。 我 们 将 在 第 14 章 中 描述 这 两 个 光合 作用 阶段 的 精妙 机 制 。 

整个 光合 作用 过 程 的 净 结 果 ， 就 绿色 植物 而 言 ， 可 以 简单 地 用 下 面 的 方程 概括 
Jefe + CO, +H, O -一 ~ 糖 十 O: 十 热能 

生成 的 糖 接着 用 于 提供 化 学 键 能 ， 或 者 作为 生成 植物 细胞 必需 的 各 类 大 小 有 机 分 子 的 原料 。 
细胞 通过 氧化 有 机 分 子 获取 能 量 

所 有 的 动物 和 植物 细胞 都 由 储存 在 有 机 分 子 内 的 化 学 键 能 提供 动力 ， 无 论 这 些 有 机 分 子 
是 植物 所 为 食物 而 光合 生成 的 糖 ， 还 是 动物 采 食 的 大 小 分 子 。 为 了 利用 能 量 生存 ， 生 长 并 繁 
殖 ， 有 机 体 必 须 以 某 种 可 利用 的 形式 获取 它 。 在 动物 和 植物 中 通过 逐步 氧化 或 有 控制 的 燃烧 
过 程 从 食物 分 子 中 获取 能 量 。 

地 球 大 气 层 含有 大 量 的 氧气 ， 在 氧气 存在 的 条 件 下 ， 能 量 上 最 稳定 的 碳 是 CO* ， 最 稳定 
的 氧 是 H:O， 因 此 细胞 可 以 将 糖 或 其 他 有 机 分 子 的 碳 原子 、 氢 原子 与 氧 结合 ， 分 别 生 成 CO。 
或 H:O， 从 而 获取 能 量 ， 这 个 过 程 称 为 呼吸 作用 (respiration), 


ayie 


光合 作用 与 呼吸 作用 是 互补 的 两 个 过 程 〈 图 2-41)。 这 意味 着 动物 与 植物 之 间 的 能 量 交 易 
并 非 全 是 单 向 的 。 植 物 、 动 物 以 及 微生物 在 这 个 星球 上 共存 了 这 么 久 ， 以 至 于 它们 中 许多 已 
成 为 其 他 成 员 的 环境 中 重要 组 成 部 分 。 几 乎 所 有 的 有 机 体 都 将 光合 作用 释放 的 氧 在 有 机 分 子 
的 燃烧 中 消耗 掉 。 并 且 一 片 绿叶 中 前 一 天 通过 光合 作用 固定 到 有 机 分 子 中 的 部 分 二 氧化 碳 分 
子 ,第 二 天 由 于 动物 的 呼吸 作用 (或 者 是 降解 死亡 有 机 物质 的 真菌 和 细菌 的 呼吸 作用 ) 就 被 
释放 到 空气 中 。 因 此 从 整体 上 看 ， 碳 的 利用 形成 了 一 个 涉及 生物 圈 〈 气 球 上 所 有 生命 的 有 机 
体 ) 的 巨大 循环 ， 它 跨越 了 单个 有 机 物 间 的 界限 〈 图 2-42)。 同 样 ， 氮 原子 、 磷 原子 和 硫 原子 
也 在 涉及 植物 、 动 物 、 真 菌 和 细菌 的 循环 中 ， 在 有 生命 和 无 生命 的 世界 之 间 流 动 。 


光合 作用 呼吸 作用 
co + Hz0 -~ 0, + B 业 +; 0 一 Hi0 + CO, 


图 2-41 生命 世界 里 光合 作用 与 呼吸 作用 是 互补 的 过 程 
光合 作用 利用 光 能 生成 糖 和 其 他 有 机 分 子 ， 这 些 有 机 分 子 反 过 来 又 作为 其 他 有 机 体 的 食物 。 许 多 种 有 机 体 可 以 进行 
呼吸 作用 ， 这 个 过 程 利 用 氧气 从 碳 原子 生成 二 氧化 碳 ， 而 这 个 碳 原子 恰恰 是 光合 作用 过 程 作为 CO: 吸收 并 转变 成 粮 
的 同一 个 碳 原 子 。 通 过 这 个 过 程 ， 进 行 呼吸 作用 的 有 机 体 获 得 它们 生存 必需 的 化 学 键 能 。 人 们 认为 地 球 上 第 一 个 细 
胞 既 不 能 进行 光合 作用 ， 也 不 能 进行 呼吸 作用 第 14 章 讨论 )， 但 是 地 球 上 光合 作用 必须 先 于 呼吸 作用 发 生 。 因 为 
存在 强 有 力 的 证 据 表 明 ， 释 放 足够 量 的 氧气 以 形成 富 含 这 种 的 气体 的 空气 需要 进行 数 十 亿 年 时 间 的 光合 作用 〈 地 球 
大 气 层 目前 含有 20% 的 氧气 ) 


图 2-42 碳 循 环 
单个 碳 原子 通过 植物 细菌 和 海 药 的 光合 作用 整合 到 生命 世界 里 的 有 机 分 子 中 。 它 们 经 由 循 
环 途 径 进入 动物 、 微 生物 以 及 土壤 和 海洋 中 的 有 机 物质 内 。 当 有 机 分 子 被 细胞 氧化 或 者 被 
人 类 当 作 化 石 燃料 烧 掉 后 ，CO* 就 重新 进入 空气 中 
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氧化 与 还 原 涉及 电子 转移 


细胞 并 不 会 像 上 有 机 物 在 火 中 燃烧 那样 ， 一 步 氧 化 有 机 分 子 ， 通过 利用 酶 催化 剂 ， 分 子 在 
新 陈 代谢 中 经 历 了 大 量 反应 ， 其 中 很 少 涉及 直接 的 加 氧 反 应 。 在 我 们 考察 这 些 反应 以 及 它们 
的 作用 之 前 ， 我 们 需要 先 讨论 一 下 氧化 反应 过 程 的 含义 。 

氧化 ， 就 上 述 意义 而 言 ， 并 不 仅仅 是 指 氧 原 子 的 加 成 。 相 反 ， 通 常 它 适用 于 任何 发 生 在 
原子 之 间 的 电子 转移 反应 ， 在 此 意义 上 氧化 是 指 电子 的 转移 ， 而 还 原 与 氧化 相反 ， 是 指 电子 
Ima, Ak, Fe’? 一 旦 失去 一 个 电子 变 成 Fes+ ， 它 就 被 氧化 ， 而 一 个 氧 原子 一 旦 获得 一 个 电 
子 变 成 CI ， 它 就 被 还 原 。 巾 于 一 个 化 学 反应 中 电子 数目 是 保守 的 〈 既 不 丢失 也 不 获得 )， 氧 
化 和 还 原 总 是 同时 发 生 ， 也 就 是 说 ， 某 个 反应 中 如 果 一 个 分 子 获得 一 个 电子 〈 还 原 ) ， 另 一 个 
分 子 就 失去 这 个 电子 氧化 )。 例 如 ， 当 糖分 子 被 氧化 成 CO。 和 H:O 的 时 候 ， 生 成 HO 的 
氧 分 子 获得 电子 ， 因 而 说 O: 被 还 原 了 。 

共 价 相连 的 原子 之 间 ， 即 便 只 有 部 分 电子 转移 , “氧化 ”和 “还 原 ” 这 两 个 词 同 样 适用 
(图 2-43)。 例 如 ， 如 果 一 个 碳 原子 与 另 一 个 强 亲 电 子 的 原子 ， 如 氧 、 氯 、 硫 ， 共 价 结合 ， 它 
就 释放 出 比 共用 电子 更 多 的 电子 ， 形 成 一 个 极 性 共 价 键 ; 现在 碳 原子 核 的 正 电荷 略 多 于 它 的 
电子 所 带 的 负电 荷 ， 因 此 原子 带 部 分 正 电荷 ， 称 为 被 氧化 了 。 相 反 ，C 一 H 连接 中 的 碳 原子 
有 具有 比 它 共 有 电子 更 多 的 电子 ， 因 此 说 它 被 还 原 了 (图 2-43)。 
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图 2-43 氧化 和 还 原 
两 个 原子 形成 一 个 杖 性 共 价 键 ， 具 有 更 多 共享 电子 末端 的 原子 称 为 被 还 原 ， 而 其 他 获得 较 少 共享 电 子 的 原子 称 为 被 氢 
化 。 由 于 原子 核 的 正 电荷 不 及 环绕 它 的 电子 所 带 的 负电 荷 ， 因 而 被 还 原 的 原子 带 部 分 负电 荷 (S: 相反 ， 被 氧化 的 原 
子 带 部 分 正 电荷 (S+). (B) 甲烷 中 的 单个 碳 原子 ， 通 过 用 氧 原子 逐步 蔡 换 共 价 结合 的 氢 原 子 ， 可 以 转变 成 二 氧化 碳 。 
每 一 步 中 ， 电 子 从 碳 原子 上 转移 〈 用 蓝 色 阴 影 表示 )， 这 样 碳 原子 就 不 断 变 得 更 加 氧化 。 在 细胞 内 存在 的 条 件 下 ， 每 一 
步 在 能 量 上 都 是 有 利 的 


细胞 内 的 分 子 获得 一 个 电子 (e ) 时 ， 它 通常 也 同时 获得 一 个 质子 〈 水 中 游离 子 存在 的 
+ 93° 


质子 )， 这 个 例子 的 净 效 应 是 向 分 子 中 增加 一 个 氢 原 子 
Ate +H*—+AH 
尽管 只 涉及 一 个 质子 加 上 一 个 电子 (而 不 是 仅仅 一 个 电子 )， 这 种 氧化 反应 属于 还 原 反 
应 ; 相反 ， 脱 氢 反 应 属于 氧化 反应 。 一 个 有 机 分 子 是 被 氧化 还 是 被 还 原 ， 很 容易 区 别 。 如 果 
C 一 H 键 数目 增加 了 ， 就 发 生还 原 反应 ; 然而 如 果 减 少 ， 就 发 生 氧化 反应 [图 2-43 (B)]。 
细胞 经 过 一 系列 能 够 获得 能 量 的 反应 ， 利 用 酶 的 催化 作用 ， 一 点 一 点 地 氧化 有 机 分 子 。 
现在 我 们 需要 解释 一 下 酶 是 怎样 发 挥 作用 的 ， 以 及 它们 的 一 些 限制 条 件 。 


酶 降低 了 阻 歇 化 学 反应 的 障碍 


看 看 下 面 的 反应 : 纸 十 氧气 一 > 烟尘 十 灰 燃 十 热量 十 二 氧化 碳 十 水 
纸 很 容易 燃烧 ， 并 释放 热能 ; 水 蒸气 和 二 氧化 碳 气 体 到 
空中 ,但 是 烟尘 和 灰 灼 绝 不 会 自发 地 从 加 热 空气 中 获得 
这 些 组 分 ， 重 新 组 装 成 纸张 。 纸 燃烧 以 后 ， 它 的 化 学 能 
作为 热能 散失 掉 ， 不 会 从 宇宙 消失 ， 因 为 能 量 既 不 能 创 
造 出 来 ， 也 不 会 消失 ， 而 是 不 可 逆转 地 分 散 到 分 子 混 乱 
的 随机 热 运动 中 ， 与 此 同时 ， 组 成 纸张 的 原子 和 分 子 分 
散 并 无 序 化 。 从 热 动力 学 水 平 来 说 ， 就 是 发 生 自由 能 ， 
即 可 用 来 做 功 并 推动 化 学 反应 的 能 量 的 丢失 。 这 种 能 最 
的 丢失 反映 出 储存 在 纸 内 的 分 子 和 能 量 的 有 序 性 丢失 。 
我 们 很 快 将 更 详细 地 讨论 自由 能 。 但 通常 的 原则 是 不 言 
图 2-44 活化 能 的 重要 原则 自明 的 : 化 学 反应 紧 紧 沿 着 自由 能 丢失 的 方向 进行 ， 换 
复合 物 X 处 于 相对 稳定 的 状态 ， 将 其 转变 为 ” 句 话说 ， 任 何 反应 自发 进行 的 方向 都 是 “ 顺 坡 而 下 ” 


复合 物 Y 需要 能 基 ， 即 便 Y 处 于 一 个 比 X 更 ”的 ， 在 这 个 意义 上 讲 ， 一 个 “ 顺 坡 而 下 ”的 反应 通常 称 
低 的 能 量 水 平 上 ， 央 此 ， 这 种 转变 将 不 可 能 “为 能 量 上 有 利 。 


发 生 ， 除 非 复合 物 X 可 以 从 周围 环境 中 获得 SEO 
TENERNE (ka RaMeM b), AER 尽管 通常 条 件 下 ， 碳 在 能 量 上 最 有 利 的 形式 是 CO,， 


行 反应 。 将 它 转 杰 成 复合 物 Y， 这 种 能 量 也 可 “ 氧 的 形式 是 HO， 但 是 一 个 具有 生命 的 有 机 体 并 不 会 消 

以 通过 同 其 他 分 子 异常 的 能 基 碰 挤 而 得 到 。 失 于 一 缕 青 烟 ， 你 手中 的 书 也 不 会 自燃 。 这 是 因为 活 生 

对 于 逆反 应 Y -> X， 活 化 能 会 更 多 Mita 物 和 书本 中 的 分 子 处 于 相对 稳定 的 状态 。 如 果 不 额外 施 

RAME ei 因此 ， 这 个 反应 发 生 可 能 性 更 加 能 量 ， 它 们 很 难 进入 一 个 更 低能 量 的 状态 。 换 句 话 讲 ， 

Dna aaa AITARI Cacti ers) 一 人 

nt 过 能 量 障碍 的 一 种 推动 力 ， 在 它 能 进行 化 学 反应 之 前 ， 

这 种 化 学 反应 可 使 其 处 于 更 稳定 的 状态 (图 2-44)。 在 

这 个 书 燃烧 的 例子 中 ， 活 化 能 是 由 点 燃 的 火柴 发 出 的 热量 提供 的 。 而 对 于 细胞 内 水 溶液 里 的 

分 子 来 说 ， 推 动力 则 来 自 于 与 周围 分 子 异常 的 极 具 能 量 的 随机 碰撞 一 一 一 种 随 温度 增加 而 更 
剧烈 的 碰撞 。 

活 细胞 内 有 一 类 特 化 的 蛋白 质 一 一 本 (enzyme)， 大 大 促进 这 种 能 量 障 碍 的 逾越 。 每 种 
酶 与 一 个 或 两 个 分 子 牢 固 结合 ， 称 为 底 物 (substrate) ， 并 且 使 这 些 底 物 保持 在 某 种 形式 以 大 
大 减少 它们 发 生 某 一 特定 化 学 反应 能 。 能 降低 反应 活化 能 的 物质 称 为 催化 剂 Catalyst), Hë 
化 剂 增加 了 化 学 反应 的 速率 ， 因 为 催化 剂 能 让 更 多 比例 的 与 周围 分 子 的 随机 碰撞 参与 推动 底 
物 越过 能 量 障碍 。 如 图 2-45 所 示 ， 酶 是 已 知 的 最 有 效 的 催化 剂 ， 能 增加 反应 速度 达 10" 数 量 
级 。 因 而 它们 能 让 在 常温 条 件 下 不 能 发 生 的 反应 快速 进行 。 
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总 能 量 


反应 通路 。 一 一 


许多 分 子 有 足够 能 量 
完成 酶 催化 的 化 学 反应 


分 子 数量 一 


每 分 子 的 能 量 一 


图 2-45 活化 能 的 减少 大 大 增加 了 反应 进行 的 可 能 性 
许多 相同 的 底 物 分 子 具 有 的 能 基 将 处 于 一 定 范围 内 ， 它 们 在 任何 时 刻 按 图 中 所 描绘 的 那样 分 布 。 不 断 改 
变 的 能 量 来 源 于 同 周围 分 子 的 碰撞 ， 这 些 分 子 使 底 物 分 子 微 动 、 振 动 和 旋转 。 一 个 分 子 要 进行 化 学 反应 ， 
它 的 能 量 必须 大 于 反应 的 活化 能 。 对 于 大 多 数 生物 反应 ， 如 果 没 有 酶 催化 作用 ， 这 是 永远 不 会 发 生 的 。 
即使 存在 酶 催 作 用 ， 底 物 分 子 也 必须 经 过 一 种 极 具 能 量 的 碰撞 才能 进行 反应 ， 正 如 这 里 所 说 的 这 样 


酶 也 具有 高 度 的 选择 性 ， 每 种 酶 通常 仅仅 催化 一 种 特定 的 反应 。 换 句 话说 ， 它 选择 性 地 
降低 了 自身 结合 底 物 能 可 发 生 的 许多 反应 中 的 一 种 的 活化 能 。 通 过 这 种 形式 ， 酶 指导 细胞 中 
每 个 分 子 沿 着 特定 的 反应 途径 进行 〈 图 2-46). 

有 机 体 存 活 归功 于 细胞 产生 许多 种 类 酶 的 能 力 ， 这 些 酶 每 种 都 有 独特 的 精确 功能 ， 而 且 
每 种 酶 都 有 独特 的 形状 ， 包 含 一 个 活化 位 点 ， 活 化 位 点 是 一 个 口袋 或 凹 模 ， 只 有 特定 的 底 物 
才 适 合 (图 2-47)。 与 所 有 其 他 催化 剂 一 样 ， 酶 分 子 本 身 在 参加 某 个 反应 后 保持 不 变 ， 因 而 能 
够 反复 发 挥 作用 。 在 第 3 章 ， 在 我 们 仔细 考察 蛋白 质 分 子 结构 之 后 ， 将 进一步 讨论 酶 是 怎样 
起 作用 的 。 i 


酶 是 怎样 找到 底 物 的 一 一 迅速 扩散 极其 重要 


一 个 典型 的 酶 每 秒 钟 将 催化 大 约 1000 个 底 物 分 子 发 生 反 应 。 这 意味 着 每 微 秒 内 它 必须 能 
够 结合 到 一 个 新 的 底 物 分 子 。 但 是 无 论 是 酶 还 是 底 物 ， 在 细胞 都 比较 少 ， 它 们 怎么 能 够 如 此 
迅速 地 找到 对 方 呢 ? 申 于 热能 导致 的 运动 在 分 子 水 平 上 非常 迅速 ， 所 以 这 种 快速 结合 成 为 可 
能 ， 这 些 分 子 运动 可 以 被 归 为 三 类 : @ 分 子 从 一 个 位 置 到 另 一 个 位 置 的 平移 运动 〈transla- 
tional motion); @ 共 价 相 连 的 原子 间 迅 速 的 前 后 移动 (振动); @ 旋 转 。 所 有 这 些 运动 对 于 相 
互 作 用 的 分 子 表面 彼此 接触 是 很 重要 的 。 
这 些 分 子 的 运动 率 可 以 通过 分 光 技 术 进行 测量 。 这 些 意味 这 一 个 巨大 的 球 蛋白 分 子 以 每 
秒 100 万 次 的 速率 绕 其 轴 心 摇摆 或 旋转 。 分 子 也 在 不 停 地 进行 平移 运动 。 这 些 运动 使 得 它们 
在 细胞 内 游 动 时 ， 能 非常 有 效 地 开拓 空间 一 一 这 个 过 程 称 为 扩散 〈diffusion)。 通 过 这 种 方 
式 ， 细 胞 内 每 个 分 子 每 时 每 刻 都 与 许多 其 他 分 子 相互 碰撞 。 如 果 处 于 液体 中 的 分 子 互相 碰撞 
并 弹 开 ， 那 么 每 个 单独 的 分 子 一 开始 沿 这 个 方向 运动 ， 接 着 双向 另 一 方向 运动 ， 它 的 运动 路 
径 好 像 随机 行走 出 的 一 样 〈 图 2-48) 。 在 这 种 行走 过 程 中 ， 每 个 分 子 运动 离 起 点 的 平均 距离 与 
所 用 时 间 的 平方 根 呈 比 例 。 也 就 是 说 ， 如 果 一 个 分 子平 均 每 秒 移动 xm， 那 么 它 移动 2pm 需 
要 4s， 移 动 10pm 需要 100s 等 。 
细胞 内 的 空间 狭小 拥挤 图 2-49), 但 是 当 把 荧光 染料 或 带 有 标记 的 分 子 渗入 细胞 内 之 后 
.95 + 
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图 2-46 用 浮动 的 球 类 比 酶 催化 反应 
水 坝 降低 代表 酶 促 反应 。 绿 球 代表 可 能 的 酶 底 物 〈 复 合 物 X)， 它 与 波浪 不 断 碰撞 因而 在 能 量 水 平 上 下 跳动 (类 
比 底 物 与 周围 水 分 子 之 间 的 热 撞击 )。 如 果 障碍 活化 能 ) 显著 降低 ， 就 允许 底 物 顺势 而 下 做 能 量 上 有 利 的 运动 。 
(B) 盒子 的 4 个 壁 代表 4 个 不 同化 学 反应 的 活化 能 障碍 ， 从 产物 能 量 水 平 较 底 物 低 的 意义 上 来 讲 ， 这 些 反应 都 是 
能 量 上 有 利 的 反应 。 左 边 的 盒子 中 ， 没 有 一 个 反应 能 够 发 生 ， 因 为 即使 是 最 大 的 波浪 也 不 足以 逾越 任何 一 种 能 基 
障碍 。 在 右边 的 盒子 中 ， 酶 促 反 应 降低 了 反应 1 的 活化 能 - 现在 拥挤 的 波浪 允许 分 子 仅仅 通过 这 个 能 基 障 碍 ， 引 
发 了 反应 1。(C) 用 一 条 有 许多 坝 的 带 分 支 的 河流 黄色 盒子 ), 来 说 明 一 系列 的 酶 促 反应 怎样 决定 细胞 内 每 个 
分 子 确切 的 反应 途径 


发 现 有 机 人 小 分 子 在 细胞 质 溶胶 中 如 同 在 水 中 一 样 迅速 扩散 。 一 个 有 机 小 分 子 ， 如 扩散 10pm 
远 的 距离 需要 1/15s。 因 此 ， 对 于 小 分 子 在 细胞 内 做 有 限 距 离 的 运动 ， 扩 散 是 一 种 很 有 效 的 
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图 2-47 酶 是 怎样 工作 的 
每 个 酶 分 子 都 有 一 个 活化 位 点 ， 结 合 一 个 或 两 个 底 物 分 子 后 ， 形 成 酶 - 底 物 复合 物 。A 反应 发 生 
在 活化 位 点 ， 生 成 一 个 酶 -产物 复合 物 。 接 着 释放 这 个 产物 ， 使 得 酶 可 以 结合 另外 的 底 物 分 子 


走动 的 距离 
100nm 
图 2-48 ”随机 走动 图 2-49 细胞 质 的 结构 
溶液 中 的 分 子 由 于 不 断 与 其 他 分 子 发 生 磁 这 幅 图 接近 标注 的 比例 尺 ， 强 调 细胞 质 中 的 拥挤 状况 ， 图 中 
所 ,因而 以 随机 的 方式 运动 。 如 文中 所 述 ， 仅仅 显示 了 大 分 子 ， 蓝 色 表 示 RNA， 绿 色 表示 核糖 体 ， 红 
这 种 运动 使 得 小 分 子 可 以 从 细胞 的 一 部 分 色 表示 蛋白 质 ， 酶 和 其 他 分 子 在 细胞 质 中 扩散 相对 较 慢 ， 部 
迅速 扩散 到 另 一 部 分 5 许多 其 他 分 子 相互 作用 相 比 而 言 ， 小 


分 子 扩散 几乎 与 它们 在 水 中 一 样 迅速 摘自 D.S Goodsell, 
Trends Biochem. Sci. 16; 203~206, 1991) 


方式 (典型 动物 细胞 直径 为 15pm) 。 
细胞 内 酶 的 移动 比 底 物 慢 得 多 ， 因 此 我 们 可 以 假定 它们 静止 不 动 ， 那 么 每 个 酶 分 子 遇 到 
它 的 底 物 的 概率 就 取决 于 底 物 分 子 的 浓度 。 例 如 ， 一 些 含量 丰富 底 物 以 0. 5mmol/L 的 浓度 存 
在 。 由 于 纯 水 的 浓度 是 55mol/L， 所 以 细胞 内 每 10* 个 水 分 子 只 有 大 约 1 个 这 种 底 物 分 子 。 然 
而 ， 每 个 结合 这 个 底 物 的 酶 分 子 上 的 活性 位 点 每 秒 钟 与 底 物 分 子 碰撞 大 约 500 000 次 。( 如 果 
底 物 浓度 降低 10 倍 ， 那 么 碰撞 的 数量 降低 至 50 000 次 /s， 依 此 类 推 .) 酶 表面 与 合适 的 底 物 
分 子 之 间 的 碰撞 ， 能 迅速 形成 酶 - 底 物 复合 物 ， 并 能 进行 反应 。 现 在 ， 发 生 共 价 键 断裂 或 生成 
的 反应 就 能 极其 迅速 地 进行 。 尽 管 我 们 惊 姜 于 分 子 如 此 迅速 地 运动 和 反应 时 ， 观 察 到 的 酶 促 
反应 却 看 起 来 并 不 那么 令 人 惊奇 。 
一 旦 酶 与 底 物 接触 并 在 活性 位 点 正确 结合 ， 那 么 它们 彼此 间 就 会 形成 微弱 的 键 ， 这 些 键 
一 直 存 在 ， 直 到 随机 热 运 动 导致 这 些 分 子 再 次 分 离 。 通 常 酶 与 底 物 结合 越 牢固 ， 解 离 速 率 就 
越 小 。 然 而 ， 如 果 两 个 发 生 碰 撞 的 分 子 不 具备 匹配 的 表面 ， 就 几乎 不 能 形成 非 共 价 键 ， 并 且 
a 97> 
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它们 的 总 能 量 相对 于 热 运动 总 能 量 来 说 可 以 忽略 不 计 。 在 这 种 情况 下 ， 两 个 分 子 解 离 就 如 同 
碰撞 一 样 迅速 。 这 就 是 防止 不 相 匹配 的 分 子 间 〈 如 酶 与 非 底 物 间 ) 形成 不 正确 和 不 需要 的 结 
合 的 机 制 。 
自由 能 变化 决定 反应 能 否 发 生 

现在 我 们 必须 转变 话题 简短 介绍 一 些 化 学 基础 知识 。 细 胞 是 化 学 系统 ， 必 须 遵守 所 有 的 
化 学 和 物理 定律 。 尽 管 酶 加 速 反应 进行 ， 它 们 并 不 能 靠 自 身 推动 能 量 上 不 利 的 反应 发 生 。 以 
水 为 例 ， 酶 自身 并 不 能 让 水 由 低 向 高 处 流 。 但 是 细胞 必须 那样 做 以 进行 生成 和 分 裂 。 它 们 必 
须 利 用 小 而 简单 的 分 子 生成 高 度 有 序 且 富 含 能 量 的 分 子 。 我 们 应 当 看 到 ， 这 必须 通过 酶 来 完 
成 ， 这 些 酶 将 放 能 并 产 热 的 在 能 量 上 有 利 的 反应 与 产生 生物 有 序 性 的 在 能 量 上 不 利 的 反应 
偶 联 。 

在 检查 如 何 实现 这 种 偶 联 之 前 ， 我 们 必须 更 加 


yaaa 仔细 地 考虑 “能 量 上 有 利 ” 的 含义 。 根 据 热 动力 学 

enzeg  ) FAMAK 第 二 定律 ， 只 有 当 一 个 反应 导致 宇宙 的 无 序 度 净 增 
“= o 加 时 ， 它 才能 自发 地 进行 (图 2-38)， 字 宙 无 序 性 增 
加 的 标准 可 以 更 方便 地 用 一 个 表示 数量 的 词 ， 系 统 

bi chal si 的 自由 能 (O 表示 。 只 有 当 系统 发 生变 化 时 ，G 的 


值 才 有 意义 。 而 G 的 改变 ， 用 AG 表示 是 非常 关键 
的 。 假 设 把 系统 当 作 分 子 的 集合 ， 正 如 专题 2-7 所 解 
®© BEREX- YM, 释 的 那样 ， 自 由 能 定义 的 产生 ， 使 得 AG 直接 衡量 涉 


mara OAD 及 这 些 分 子 的 反应 发 生 时 ， 字 审 无 序 性 增加 的 数量 。 

ae 根据 定义 ， 能 量 上 有 利 的 反应 是 指 那些 自由 能 减少 ， 
pe ray 或 者 换 句 话说 ，AG 和 宇宙 自由 度 改变 为 负数 
量 自发 型 反应 才 会 发 生 (图 2-50)。 


宏观 上 有 关 能 量 上 有 利 的 反应 的 一 个 熟悉 的 例 

图 2-50 能 量 上 有 利和 不 利 的 反应 之 间 的 区 别 子 是 : 在 弹簧 从 压缩 状态 恢复 到 拉 长 状态 的 “反应 ” 
过 程 中 ， 以 热 的 形式 释放 它们 储存 的 能 量 到 环境 中 去 。 微 观 上 的 一 个 例子 是 盐 深 于 水 的 反应 。 
相反 ， 能 量 上 不 利 的 反应 ，AG 为 正 。 例 如 ， 两 个 氨基 酸 连接 生成 一 个 肽 键 的 反应 ， 自 身 能 
产生 有 序 性 。 因 此 ， 这 些 反应 只 有 与 另 一 个 反应 偶 联 时 ， 由 于 后 者 的 AG 如 此 负 ， 以 至 于 整 
个 过 程 AG 为 负 时 才能 发 生 (图 2-51)。 


反应 物 浓度 影响 AG 


如 上 所 述 ， 反应 ASB 只 有 当 偶 联 的 自由 能 改变 AG 为 负 时 ， 才 能 沿 A 一 B 方向 进行 。 就 
像 一 个 绷 紧 的 弹簧 被 释放 时 ， 将 恢复 常态 并 以 热 的 形式 释放 储存 的 能 量 到 环境 中 去 。 然 而 ， 
对 于 一 个 化 学 反应 ，AG 不 仅 依赖 于 各 个 单独 的 分 子 储备 的 能 量 ， 而 且 与 反应 混合 物 中 反应 
物 的 浓度 有 关 。 记 住 AG 反映 一 个 反应 产生 更 加 无 序 的 ， 换 句 话说 ， 更 为 可 能 的 宇宙 状态 。 
再 次 提 及 我 们 用 硬币 做 过 的 类 比 ， 如 果 一 个 揪 动 的 盒子 有 90 个 头 和 10 个 尾 ， 那 么 很 可 能 硬 
币 会 从 头 向 尾 的 方向 翻转 ， 但 是 如 果 盒 子 有 10 个 头 90 个 尾 的 话 ， 就 不 大 可 能 这 样 了 。 

正 是 由 于 相同 的 原因 ， 对 于 一 个 可 逆 的 反应 A**B 来 说 ， 当 A 相对 于 B 大 大 过 量 时 , 反 
应 倾向 于 由 A-~B 方 向 进行 。 也 就 是 说 从 A 一 B 转变 的 分 子 将 多 于 从 BA 转变 的 分 子 。 因 此 


当 A 与 B 的 比值 增加 时 ， 从 A 一 B 转变 的 AG 变 得 更 负 GAM BA 转变 的 AG EE). 
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EAG 


图 2-51 怎样 利用 偶 联 反应 推动 能 量 上 不 利 的 反应 进行 


究竟 需要 多 少 浓度 的 差别 来 弥补 给 定 的 化 学 键 能 的 
减少 呢 (伴随 热能 释放 )? 答案 并 非 是 不 言 自 明 的 ， 而 
是 可 以 从 热 动力 学 的 分 析 中 得 出 ， 这 种 分 析 可 以 将 依赖 
于 浓度 和 不 依赖 于 浓度 的 自由 能 变化 分 开 。 因 而 一 个 给 
定 反应 的 AG 可 以 写成 两 个 部 分 : 第 一 ， 叫 做 标准 自由 
能 变化 ，AG? ， 由 反应 物 分 子 自身 的 特性 决定 ; 另 一 部 
分 由 反应 物 的 浓度 决定 。 对 于 37C 条 件 下 发 生 的 简单 反 
应 A-~B， 


AG= AG’ +0. 616In val 


式 中 AG 的 单位 是 kcal/mol; [A] 和 [B] 分 别 表 
示 A 和 B 的 浓度 ; In 表示 自然 对 数 ; 而 0.616 指 
RT 一 一 气体 常数 R 与 绝对 温度 T REL 

注意 当 A 和 了 B 的 浓度 相等 时 (ln1 一 0)，AG 等 于 
AG'。 当 B 与 A 的 比值 减少 时 〈 一 个 小 于 1 的 数 其 自然 
对 数 二 0)， 正 如 所 期 望 的 那样 ，AG 变 得 更 负 。 

当 浓 度 效 应 正好 抵消 AG? 给 予 反 应 的 动力 时 ， 就 达 
到 化 学 平衡 (equillibrium) 了 ， 所 以 没有 自由 能 的 净 变 
化 来 推动 反应 向 任何 一 个 方向 进行 (图 2-52)。 这 里 
AG=0, JRL A 与 B 的 浓度 为 : 


—0. 616In 出 =a6'-=- 1.42 log 


这 表明 37'C 时 ， 当 


表 2-5 标准 自由 能 变化 ， 


AG 与 平衡 常数 
之 间 的 关系 
RA fhe Bak 2: 
mik 自由 能 A 
(L/mol) Ckcal/mol) 
10° 一 生生 
104 —5.7 
108 4.3 
10? —2.8 
10 一 1.4 
1 0 
lo“! 1.4 
10-2 2.8 
10-3 4.3 
lo-* 5.7 
prt qn 
[B] 
LAJ 
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[B] _ aes 

[A] 

时 ， 化 学 反应 达到 平衡 状态 。 表 2-5 表示 出 A 与 B 的 平衡 比例 [表示 为 平衡 常数 〈equillibri- 
um constant), K] 如 何 依赖 于 AG? 的 值 。 


反应 e 
《ne 一 一 % Oo 


A B 
该 反应 中 A 一 B 是 自发 反应 ， 但 由 于 热 辐射 , 总 有 一 些 B 转 化 为 A 
假定 A 和 B 分 子 始 于 相同 的 数量 


对 于 每 个 k ri A 一 B 经 
单独 的 分 子 a) 09 常 发 生 转 化 
00-44 rw 

生 ， 因 为 需 

A 要 比 A 一 B 更 


Le- -0ooec0 
A 9 0 0 B 
《本 一 -co00 


每 移 A 分 子 转化 为 B 的 数量 ， 等 于 B 转 化 为 A 的 , 这 时 AIB 不 变 
图 2-52 化 学 平衡 
当 反应 达到 平衡 时 ， 向 前 和 向 后 的 反应 分 子 数目 相等 且 相 反 
很 重要 的 一 点 是 : 当 酶 或 任何 一 种 催化 剂 ) 降低 反应 A 一 B 的 活化 能 时 ， 也 同时 降低 
反应 BA 相同 量 的 活化 能 (图 2-44)。 因 此 同一 酶 能 以 相同 系数 加 速 向 前 和 向 后 的 反应 ， 反 
应 的 平衡 点 《和 AG?") 保持 不 变 (PA 2-53). 


对 于 连续 反应 ，AG? 值 是 可 加 和 的 


大 部 分 反应 过 程 可 以 从 数量 上 加 以 推断 。 由 于 已 收集 到 许多 热 动力 学 数据 ， 所 以 我 们 能 
够 计算 细胞 中 大 多 数 重要 的 代谢 反应 标准 自由 能 变化 “AG")。 一 条 代谢 途径 的 所 有 自由 能 变 
化 可 以 简单 地 用 每 一 组 成 步骤 的 自由 能 变化 的 和 表示 。 例 如 ， 假 设 两 个 连续 的 反应 : X 一 Y 
和 YZ, AGMASP I A+ Skcal/mol 和 一 13kcal/mol。 ( 记 住 ， 摩 尔 表示 物质 的 6X 1023 个 分 
Fo) 如 果 这 两 个 反应 连续 发 生 ， 那 么 偶 联 反应 的 AG? 就 是 一 8kcal/mol。 因 此 不 利 的 反应 X 
SY 本 身 并 不 能 自发 进行 ， 可 以 被 有 利 的 反应 YZ 推动 ， 假 如 第 二 个 反应 接着 第 一 个 发 生 
的 话 。 

因此 ， 如 果 一 种 催化 不 利 反应 XY 的 酶 ， 能 得 到 另 一 种 催化 能 量 上 有 利 的 反应 YZ 
补充 的 话 ， 细 胞 就 能 使 能 量 上 不 利 的 反应 KY 发 生 。 事 实 上 ， 反 应 YZ 将 接着 像 吸 管 一 
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Aba 一 > 8 
Y -一 V, 
> ev 
x hg x y 
ARE 酶 化 反应 


图 2-53 酶 不 能 改变 反应 平衡 点 
如 同 所 有 的 催化 剂 那样 ， 酶 能 以 相同 系数 改变 反应 向 前 和 向 后 的 速度 。 因 此 ， 在 图 中 所 示 的 被 催化 和 未 
被 催化 的 反应 中 ， 当 分 子 Y 与 分 子 X 的 比值 为 3. 5: 1 时 ， 从 X 一 站 转变 的 分 子 数 等 于 从 YY 一 X 转 变 的 
分 子 数 。 换 句 话说 ， 两 个 反应 在 同一 点 达到 平衡 


样 发 挥 作 用 ， 促 使 所 有 的 X 分 子 转变 为 Y 分 子 ， 继 而 变 为 Z 分 子 (图 2-54)。 例 如 ， 在 糖 转 
变 为 CO, 和 水 的 漫长 途径 中 ， 许 多 反应 如 果 仅 从 它们 本 身 考虑 ， 在 能 量 上 是 不 利 的 ， 但 是 由 
于 这 一 系列 反应 的 总 AG? 值 为 很 大 的 负 值 ， 使 得 该 途径 能 迅速 进行 直到 完成 。 


(A) 


aeg 
RIR at 
ISAI — Ae 
wa a 
ae 


图 2-54 一 个 能 量 上 不 利 的 反应 怎样 被 紧 接 着 的 另 一 个 反应 推动 进行 
《A) 在 平衡 点 ，X 分 子 数 是 Y 分 子 数 的 2 倍 ， 因 为 X 的 能 量 比 Y 低 。(B) 在 平衡 点 ，Z 分 子 数 是 Y 分 子 数 的 25 
倍 ， 因 为 Z 的 能 基 比 Y 低 得 多 - (O 如 果 CA) 和 (BD 中 的 反应 偶 联 起 来 ， 将 近 所 有 的 X THR ER ZA 
子 ， 如 图 所 示 


然而 靠 形成 一 个 连续 的 反应 途径 并 不 能 达到 所 有 目的 。 经 常 发 生 的 情况 是 ， 所 需要 的 反 
应 仅仅 是 XY， 并 没有 YY 向 其 他 产物 的 进一步 转变 。 幸 运 的 是 ， 存 在 更 多 的 其 他 通用 方式 
来 利用 酶 与 反应 偶 联 。 这 些 方式 是 如 何 工 作 的 ， 我 们 接着 讨论 。 
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活化 的 载体 分 子 对 于 生物 合成 必 不 可 少 

在 用 于 构建 细胞 必需 的 其 他 有 机 小 分 子 和 更 大 且 复 杂 的 分 子 之 前 ， 食 物 分 子 氧 化 所 释放 
的 能 量 必需 暂时 储存 起 来 。 在 大 多 数 情况 下 ， 这 种 能 量 以 存在 于 一 小 类 活化 的 载体 分 子 中 的 
化 学 键 能 的 形式 储存 起 来 。 这 些 分 子 含有 一 个 或 多 个 富 含 能 量 的 共 价 键 。 这 些 分 子 在 细胞 内 


迅速 扩散 ， 因 和 而 将 它们 的 键 能 从 产生 能 量 的 位 置 运送 到 用 于 生物 合成 和 其 他 细胞 活动 的 地 方 
(图 2-55) 。 


aT 


氧化 食物 分 子 活化 的 载体 分 子 细胞 可 利用 分 子 


分 解 代谢 合成 代谢 


图 2-55 能 量 转移 和 活化 载体 在 代谢 中 的 作用 
活化 的 载体 分 子 作 为 能 二 的 一 种 穿梭 机 制 ， 在 食物 分 子 的 降解 与 大 小 有 机 分 子 需 
能 生物 合成 之 间 发 挥 媒介 的 作用 


这 些 活化 载体 (activated carrier) 以 一 种 容易 交换 的 形式 储存 能 量 ， 或 者 是 易 转 化 的 化 
学 基 团 ， 或 者 是 高 能 电子 。 在 生物 合成 反应 中 能 起 双重 的 作用 ， 作 为 能 量 来 源 或 者 化 学 基 
团 的 来 源 。 由 于 历史 的 原因 ， 这 些 分 子 有 时 也 称 为 辅酶 。 最 重要 的 活化 载体 分 子 是 ATP 以 
及 两 种 彼此 紧密 相关 的 分 子 NADH 和 NADPH。 这 些 我 们 将 接着 讨论 。 我 们 应 当 认 识 
到 细胞 像 利用 钞票 一 样 ， 利 用 活化 的 载体 分 子 为 反应 “支付 ”能 量 ， 否则 ， 这 些 反 应 不 可 能 
发 生 。 


活化 载体 的 生成 与 能 量 上 有 利 的 反应 偶 联 


燃料 分 子 ， 如 葡萄 糖 在 细胞 中 被 氧化 时 ， 酶 促 反应 确保 了 氧化 释放 的 大 部 分 自由 能 以 一 
种 化 学 上 有 用 的 形式 被 捕获 ， 而 不 是 以 热 的 形式 浪费 掉 ， 这 一 点 是 通过 偶 联 反 应 (coupled 
reaction) 实现 。 在 反应 中 ， 能 量 上 有 利 的 反应 推动 了 能 量 上 不 利 的 反应 ， 后 者 产生 一 种 活化 
载体 分 子 或 者 其 他 的 能 量 存储 形式 。 偶 联机 制 需要 酶 ， 并 且 对 于 细胞 的 能 量 交换 来 讲 是 至 关 
重要 的 。 偶 联 反应 的 本 质 通过 图 2-56 中 的 机 械 的 类 比 来 加 以 阐明 。 图 2-56 中 用 从 悬崖 上 滚 落 
的 石头 代表 能 量 上 有 利 的 反应 。 当 石头 撞击 地 面 时 ， 它 的 能 量 通常 完全 因 摩 所 产生 的 热 的 形 
式 浪费 掉 (图 2-39 降落 的 砖 块 图 解 )。 但 是 ， 通 过 精心 的 设计 ， 这 些 能 量 部 分 可 用 于 推动 提 
升水 桶 的 叶轮 [图 2-56 〈B)]。 由 于 石头 现在 只 有 推动 叶轮 之 后 才能 到 达 地 面 ， 我 们 说 石头 
下 落 的 在 能 量 上 有 利 的 反应 与 提升 水 桶 的 能 量 上 不 利 的 反应 直接 偶 联 起 来 。 注 意 ， 巾 于 部 分 
能 量 用 于 做 图 2-56 (B) 中 的 功 ， 所 以 石头 撞击 地 面 的 速度 比 图 2-56 CAD 中 的 要 小 ， 相 应 地 
就 是 更 少 的 能 量 以 热 的 形式 浪费 掉 了 。 
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有 用 的 
工作 


动能 转化 为 热能 部 分 动能 用 来 拍 水 ， 所 以 存在 于 拾 高 的 水 中 的 动 
转化 为 势能 的 动能 减少 能 可 以 用 来 驱动 水 车 进 
行 各 种 有 用 的 工作 


图 2-56 说 明 偶 联 反应 原理 的 机 械 模型 
(A) 中 所 示 的 自发 反应 ， 可 以 用 作 仅仅 产 热 的 反应 ， 葡 萄 糖 直 接 氧化 成 COM HzO 的 类 比 。(B) 中 同样 的 反应 与 另 一 
个 反应 偶 联 ， 这 个 反应 可 以 用 作 合成 活化 载体 分 子 的 反应 的 类 比 。(B) 中 生成 的 能 量 可 用 的 形式 比 〈A) 中 的 更 多 ,可 
以 用 来 推动 各 种 能 基 上 不 利 的 反应 (O 进行 


恰恰 类 似 的 过 程 在 细胞 中 发 生 了 ， 在 细胞 内 ， 酶 起 着 叶轮 的 作用 ， 通 过 我 们 本 章 后 面 将 
讲 到 的 机 制 ， 这 些 酶 使 一 个 能 量 上 有 利 的 反应 (如 食物 的 氧化 ， 与 能 量 上 不 利 的 反应 〈 如 活 
化 载体 分 子 的 生成 ) 相 偶 联 。 结 果 氧 化 反应 释放 的 热量 减少 ， 在 数量 上 与 储存 于 活化 载体 分 
子 中 的 高 能 共 价 键 的 键 能 相当 。 活 化 载体 分 子 反 过 来 存储 了 许多 能 量 ， 足 够 在 细胞 其 他 地 方 
推动 化 学 反应 进行 。 

ATP 是 最 广泛 适用 的 活化 载体 分 子 

细胞 内 最 重要 、 功 能 最 多 的 活化 载体 是 ATP (adenosine triphosphate， 腺 苷 三 磷酸 )。 正 
如 图 2-56 (B) 中 升 高 的 水 桶 储存 的 能 量 可 以 推动 各 种 水 机 器 一 样 ，ATP 在 细胞 中 作为 一 种 
方便 的 和 功能 多 样 的 存储 形式 ， 或 者 是 货币 或 者 是 能 量 来 推动 各 种 化 学 反应 进行 。ATP 的 合 
成 是 通过 在 ADP (adenosine diphosphate， 腺 苷 二 磷酸 ) 上 加 磷酸 基 团 这 种 能 量 上 不 利 的 化 
学 反应 进行 的 。 当 需要 的 时 候 ，ATP 通过 能 量 上 有 利 的 水 解 作用 释放 能 量 ， 产 生 ADP 和 无 
机 磷酸 (图 2-57)。 再 生 的 ADP 接着 可 用 于 新 一 轮 磷酸 化 生成 ATP 的 循环 中 去 。 

能 量 上 有 利 的 ATP 水 解 反应 与 许多 生成 其 他 分 子 而 在 能 量 上 不 利 的 反应 发 生 偶 联 。 本 章 
后 面 我 们 会 涉及 一 些 这 样 的 反应 。 它 们 中 包括 了 ATP 末端 磷酸 转移 到 其 他 分 子 上 ， 如 图 2-58 
所 示 的 磷酸 化 反应 。 

ATP 是 细胞 中 含量 最 丰富 的 活化 载体 。 作 为 一 个 例子 ， 它 被 用 于 将 物质 泵 人 或 者 泵 出 细 
胞 的 反应 中 提供 能 量 ， 它 也 为 分 子 泵 提供 能 量 ， 这 些 分 子 能 使 肌肉 细胞 收缩 ， 也 能 使 神经 细 
胞 将 信息 物质 沿 着 长 长 的 轴 从 一 端 传 向 另 一 端 〈 讨 论 见 第 16 章 ) 。 


储存 于 ATP 中 的 能 量 通常 用 于 两 个 分 子 的 接合 


前 面 我 们 已 讨论 过 一 个 能 量 上 有 利 的 反应 能 够 与 一 种 能 量 上 不 利 的 反应 XY 相 偶 联 ， 
从 而 使 其 能 够 进行 反应 。 在 这 种 方式 中 ， 一 个 酶 催化 能 量 上 有 利 的 反应 Y-~~Z， 这 个 过 程 推动 
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图 2-57 ATP 水 解 成 ADP 和 无 机 磷酸 
ATP 中 最 靠 外 的 两 个 确 酸 与 其 余部 分 通过 高 能 确 酸 键 相连 ， 因 而 容易 转移 。 如 文中 所 述 ，ATP 
可 以 加 水 生成 ADP 和 无 机 磷酸 Pi)。 根 据 细 胞 内 条 件 ， 这 个 末端 磅 酸 的 水 解 生成 11 一 13kcal/mol 
的 有 用 能 荆 。 许 多 因素 导致 产生 巨大 的 负 的 AG 值 ， 末 端 矿 酸 的 释放 消除 了 相 邻 负电 荷 间 不 利 的 
排斥 ， 此 外 ， 释 放 的 无 机 磷酸 通过 共振 和 水 形成 有 利 的 氧 键 得 以 稳定 


砚 酸 转移 


图 2-58 磷酸 转移 反应 实例 
由 于 富 售 能 量 的 磷酸 杆 键 转移 到 磷 酷 键 上 ， 所 以 这 个 反应 在 能 量 上 有 利 ， 具 有 巨 
大 负 的 AG 值 。 这 样 的 反应 发 生 在 磷 栈 合成 以 及 合成 糖 的 起 始 步骤 


所 有 XX 转化 为 Y (图 2-54)， 但 是 当 所 需 的 产物 是 Y 而 不 是 Z 的 时 候 ， 这 种 机 制 就 没 作用 了 。 
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生物 合成 需要 经 常 发 生 的 反应 类 型 是 : 在 能 量 上 不 利 的 缩合 反应 中 ， 两 个 分 子 A M BE 

接 起 来 生成 AB: 
A—H+B—OH-+A—B+H.0 

存在 一 种 间接 途径 , 使 A 一 H 和 B—OH 生成 A 一 B， 在 这 种 途径 中 由 于 与 ATP 水 解 反应 偶 
联 ， 使 得 反应 得 以 进行 。 这 里 ATP 水 解释 放 的 能 量 首先 用 于 B 一 OH 转变 为 一 种 高 能 中 间 复 
合 物 ， 接 着 这 个 中 间 复 合 物 直接 与 A 一 H 反应 生成 A 一 B。 这 种 最 为 简单 可 行 的 机 制 涉及 磷 
酸 从 ATP 转移 至 B—OH 生成 B 一 OPO,;。 在 这 种 情况 下 ， 反 应 途径 仅仅 包括 两 步 : 

Ls B—OH+ATP -> B—O—PO, +ADP 

2. A—H+B—O—PO;— A — B+Pi 

净 结 果 ， B—OH+ATP+A—H — A—B+ADP+Pi 

在 酶 催 反 应 途径 中 ， 本 身 在 能 量 上 不 利 的 缩合 反应 由 于 直接 与 ATP 水 解 反应 偶 联 ， 因 而 
迫使 其 能 够 进行 [图 2-59 CAD]. 

这 种 类 型 的 生物 合成 反应 可 用 于 合成 谷 氨 酸 ， 如 图 2-59 (B) 所 示 。 后 面 我 们 将 会 看 到 
非常 类 似 〈 但 更 复杂 ) 的 机 制 用 于 生成 细胞 中 几乎 所 有 的 大 分 子 。 
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图 2-59 由 ATP 水 解 反应 推动 的 一 个 能 量 上 不 利 的 生物 合成 反应 的 实例 
CAD 文中 描述 的 缩合 反应 中 A 一 B 的 形成 的 概 图 。(B) 谷 氨 酰胺 的 生物 合成 。 谷 氨 酸 首先 转变 成 高 能 磷酸 化 的 中 间 产 
物 〈 对 应 于 文中 描述 的 复合 物 B 一 0 一 PO;)， 接 着 这 个 中 间 物 与 氨 (对 应 于 A 一 H) 反应 生成 谷 所 酰胺 。 本 例 中 的 两 步 
反应 在 同一 酶 谷 氨 酸 合成 酶 的 表面 发 生 。 E: 为 了 清楚 起 见 ， 氨 基 酸 用 未 带电 荷 的 形式 表示 


NADH 和 NADPH 是 重要 的 电子 载体 


其 他 重要 的 活 载体 分 子 也 参与 了 氧化 -还 原 反应 ， 并 且 通 常 是 细胞 中 的 偶 联 反应 ， 这 些 活化 
载体 分 工 特 化 后 专门 运载 高 能 中 子 和 氢 原 子 。 这 些 电子 载体 中 最 重要 的 就 是 NAD+ 〈 烟 酰胺 腺 
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GIRARD) 和 密切 相关 的 NADP CRRA BRD, RIES ERENS 
与 的 一 些 反 应 。NAD” 和 NADP* 分 别 接受 2 个 高 能 电子 和 1 个 氧 原子 的 能 量 一 一 分 别 被 转化 为 
NADH (还 原型 烟 酰胺 腺 嗓 哈 二 核 萌 酸 ) 和 NADPH (还 原型 烟 酰 胺 腺 味 叭 二 核 苷 酸 磷酸 )。 因 
此 这 些 分 子 也 可 以 被 认为 是 氧 离子 载体 CA 加 上 2 个 电子 ， 或 本 身 是 H )。 

与 ATP 一 样 ，NADPH 作为 活化 载体 参与 了 许多 重要 的 生物 合成 反应 ， 而 不 存在 NAD- 
PH 时 ， 这 些 反 应 在 能 量 上 讲 是 不 利 的 。NADH 按照 图 2-60 (A) 中 所 示 的 通用 途径 产生 ， 
在 一 系列 特殊 的 放 能 催化 反应 中 ，1 个 氢 原 子 和 2 个 电子 从 底 物 分 子 被 释放 出 来 ， 然 后 加 到 
NADP 的 烟 酰 胺 环 上 形成 NADPH， 这 是 一 个 典型 的 氧化 -还 原 反应 ， 底 物 被 氧化 ，NADP+ 
被 还 原 ，NADP+ 和 NADPH 的 结构 如 图 2-60 (B) 所 示 。 
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图 2-60 重要 的 电子 载体 NADPH 
CA) NADPH 通常 在 图 中 左边 所 示 的 反应 类 型 中 产生 - 在 这 类 反应 中 ， 从 底 物 移 去 2 个 氨 原 子 。 氧 化 型 的 载体 分 子 
NADP 接受 1 个 氧 原子 和 2 个 电子 〈1 个 氢 离子 ) 而 男 外 1 个 氨 原 子 以 质子 《H* ) 的 形式 释放 到 洲 液 中 。 因 为 NAD- 
PH 以 高 能 连接 固定 氧 负离子， 所 以 NADPH 中 的 氧 负离子 很 容易 转移 到 其 他 的 分 子 ， 如 图 中 右面 所 了 示 。(B) NADP 
和 NADPH 的 结构 。NADP+ 结构 中 的 烟 酰胺 环 部 分 接受 2 个 电子 和 1 RT ANAF, HO), Jem NADPH. 
除了 两 者 缺少 磷酸 基 团 以 外 ，NAD* 和 NADH 在 分 子 结构 上 分 别 与 NADP* 和 NADPH 相同 
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NADPH HAF ff) SUA TAR A D E Ba Fs 9 AAG 
原 反 应 中 释放 出 来 ， 因 为 没有 它 的 存在 ， 酰 胺 环 能 
使 电子 处 于 更 稳定 的 状态 。 这 个 随后 发 生 的 生成 
NADP* 的 反应 中 ，NADPH 被 氧化 ， 而 底 物 则 被 
还 原 ，NADPH 能 有 效 地 为 其 他 分 子 提供 氢 离 子 
这 与 ATP 很 容易 转移 磷酸 的 道理 是 一 样 的 : 两 种 
情况 下 的 转移 都 伴随 着 一 个 很 负 的 自由 能 交换 。 图 
2-61 列 出 一 个 在 生物 合成 反应 中 利用 NADPH 的 实 
i], 与 NADH 相 比 ，NADPH 上 的 一 个 磷酸 基 团 
的 差别 并 不 影响 传递 电子 的 动能 ， 但 是 对 于 二 者 所 
发 挥 的 不 同 作用 来 说 ， 这 个 磷酸 基 团 却 是 至 关 重要 
的 。NADPH 上 额外 的 磷酸 基 团 远离 参与 电子 转移 
反应 的 区 域 [图 2-60 (B)]， 因 而 对 于 转移 反应 无 
关 紧 要 。 然 而 ， 它 却 使 NADPH 分 子 具有 与 
NADH 稍微 不 同 的 形状 ， 所 以 NADPH 和 NADH 
作为 底 物 能 与 不 同类 的 酶 结合 ， 因 此 这 两 种 载体 可 
用 于 不 同类 的 分 子 间 电 子 转移 反应 〈 或 所 离子 ) 。 
为 什么 会 有 这 样 的 分 工 呢 ? 这 是 因为 需要 对 两 
类 电子 转移 反应 进行 独立 的 调节 ，NADPH 主要 与 催 
化 合成 反应 的 酶 一 起 作用 ， 提 供 合成 富 含 能 量 的 生物 
分 子 时 所 需 的 高 能 电子 。 相 反 ，NADH 作为 媒介 物 ， 
在 食物 分 子 氧化 生成 ATP 的 分 解 反应 系统 中 发 挥 特 


HO 


HO iH 
胆固醇 


图 2-61 胆固醇 生物 合成 途径 中 最 后 的 阶段 

与 许多 其 他 的 生物 合成 反应 一 样 ，C=C 键 的 还 原 

可 以 通过 载体 分 子 NADPH 上 转移 氧 负离子 以 及 
从 溶液 中 转移 一 个 质子 H*) 来 实现 


殊 的 作用 ， 这 些 我 们 将 会 在 后 面 讨 论 。 由 NAD 合成 NADH 以 及 由 NADP* 生成 NADPH 分 别 
在 不 同 的 途径 进行 ， 并 且 各 自 独立 得 到 调节 ， 所 以 细胞 可 以 对 立 的 调节 电子 供应 ， 以 达到 两 种 
不 同 的 目的 。 在 细胞 内 ，NAD- 与 NADH 的 比值 保持 较 高 水 平 ， 而 NADP* 与 NADPH 的 比值 
则 维持 在 较 低 的 水 平 ， 这 样 既 可 以 提供 大 量 的 NAD* 作为 氧化 剂 ， 又 可 以 提供 大 量 的 NADPH 
作为 还 原 剂 ， 正 如 它们 在 分 解 代谢 和 合成 代谢 中 各 自发 挥 独特 作用 所 要 求 的 那样 。 


细胞 内 还 有 许多 其 他 的 活化 载体 分 子 


其 他 的 活化 载体 同样 接受 并 转运 一 个 容易 转移 的 高 能 化 学 基 团 G 2-6)。 例 如 ， 辅 酶 A 
携带 一 个 易于 转移 的 乙酰 基 团 ， 这 种 活化 的 形式 称 为 乙酰 CoA (acetyl CoA， 乙 酰 辅酶 AD. 
图 2-62 显示 的 是 乙酰 CoA 的 结构 ， 它 主要 用 于 在 合成 大 分 子 中 增加 两 个 碳 单位 。 


R26 新 陈 代谢 中 常用 的 活化 载体 分 子 


活化 载体 高 能 连接 中 的 基 团 
ATP Pie 
NADH, NADPH, FADH2 BT AA 
SM CoA 乙酰 基因 
RARE RE 
腺 背 甲 硫 氨 酸 甲 基 


RR A A 葡萄 糖 基 
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乙酰 基 CoA 


图 2-62 重要 的 活化 载体 分 子 乙酰 CoA 的 结构 
结构 图 上 面 是 空间 填充 模型 ， 硫 原子 黄色 ) 以 硫 酯 键 结 合 到 酸 上 。 因 为 硫 酯 键 是 一 个 高 能 键 ， 水 解 
时 能 释放 大 量 的 能 量 ， 所 以 乙酸 分 子 很 容易 转移 到 其 他 分 子 上 


在 表 2-6 中 的 乙酰 COA 以 及 其 他 载体 分 子 中 ， 易 转移 的 基 团 只 占 整 个 分 子 很 小 的 一 部 
分 ， 其 余 较 大 的 有 机 部 分 像 一 个 握 起 来 方向 的 “ 木 柄 ”一 样 发 挥 作用 ， 以 帮助 特定 的 酶 识别 
载体 分 子 。 正 如 与 乙酰 CoA 中 的 情况 一 样 ， 这 个 把 柄 部 分 通常 含有 一 个 核 苷 酸 ， 这 是 一 个 有 
趣 的 现象 ， 可 能 是 早期 进化 的 “遗迹 ”。 目 前 人 们 认为 ， 早 期 生命 形式 的 主要 催化 剂 一 一 在 
DNA 和 蛋白 质 出 现 以 前 是 RNA 分 子 〈 或 者 与 它们 很 相似 的 分 子 )， 这 些 在 第 6 章 描述 。 这 
很 容易 让 人 推测 ， 许 多 我 们 现在 发 现 的 载体 分 子 起 源 于 早期 的 RNA 世界 ， 在 这 里 它们 的 核 
苷 酸 部 分 用 于 结合 到 RNA 酶 上 。 

图 2-58 和 图 2-61 分 别 列 出 了 由 ATP (转移 磷酸 基 团 ) Al NADPH (转移 电子 和 氧 ) 两 
种 载体 分 子 催化 的 转移 反应 类 型 。 为 了 生物 合成 反应 ， 其 他 活化 载体 分 子 的 反应 需要 甲 基 、 
送 基 或 者 葡萄 糖 基 团 的 转移 。 反 应 所 需 的 活化 载体 分 子 通常 由 与 ATP 水 解 偶 联 的 反应 生成 ， 
如 图 2-63 所 示 。 因 此 ， 使 活化 载体 分 子 所 携带 的 基 团 能 够 用 于 生物 合成 的 能 量 最 终 来 源 于 
ATP 的 分 解 代谢 反应 。 类 似 的 过 程 也 在 细胞 内 大 分 子 的 合成 中 发 生 ， 如 核酸 、 蛋 白质 、 多 
糖 ， 我 们 接着 讨论 。 


生物 聚合 物 的 合成 需要 输入 能 量 


正如 前 面 讨论 的 ， 细 胞 的 大 分 子 占 其 干 物质 〈 没 有 水 的 物质 ) 的 大 部 分 (图 2-29)。 这 些 
分 子 由 亚 基 (或 者 单 体 ) 通过 缩合 反应 连接 起 来 产生 ， 在 这 种 反应 中 一 个 水 分 子 的 组 分 


(OH 加 上 ED 从 两 个 反应 物 中 释放 。 因 此 ， 逆 反 应 〈 所 有 三 类 聚合 物 的 分 解 ) 通过 酶 促 加 水 
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(水 解 ) 进行 ， 这 种 水 解 反应 在 能 量 上 有 利 ， 而 生物 合成 反应 需要 输入 能 量 并 且 更 加 复杂 
(图 2-64) 。 
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图 2-63 利用 活化 载体 分 子 进行 的 羧基 转移 反应 
再 柄 酸 凑 化 酶 利用 凑 化 的 生物 素 转移 羧基 生成 草 酰 乙酸 ， 草 酰 乙酸 是 柠檬 酸 循环 必需 成 分 之 一 ， 羚 基 转 移 反应 的 受 体 分 
子 是 丙酮 酸 ， 其 他 的 酶 也 利用 生物 素 转 移 拔 基 到 其 他 的 受 体 分 子 上 。 注 意 : 生成 羧基 化 的 生物 索 所 需 的 能 量 来 源 于 
ATP， 这 是 许多 活化 载体 的 普遍 特征 


H,O HO 


H+ A AH + 
A-H + HO- 国 MARN a IRRE H + HO- 


非 自 发 反应 自发 反应 
图 2-64 缩合 反应 与 水 解 反 应 是 相反 方向 进行 的 反应 
细胞 内 的 大 分 子 都 是 多 聚 物 ， 它 们 通过 缩合 反应 由 亚 基 《成 单 体 ) 合成 ， 并 经 过 水 解 反 应 降 
解 。 缩合 反应 都 是 能 量 上 不 利 的 反应 


核酸 (DNA 和 RNA)、 蛋 白质 和 多 糖 都 是 通过 在 不 断 延 伸 的 引物 链 末 端 加 上 亚 基 (也 称 
为 单 体 ) 合成 的 多 聚 物 。 图 2-65 概括 了 这 三 类 大 分 子 的 合成 反应 ， 每 一 种 反应 的 缩合 步骤 都 
依赖 于 核 苷 三 磷酸 水 解释 放 的 能 量 。 但 是 除了 核酸 以 外 ， 在 最 终 的 产物 分 子 中 并 无 磷酸 基 团 
存在 ，ATP 水 解释 放 能 量 与 多 聚 体 合成 反应 偶 联 是 怎样 进行 的 呢 ? 

对 于 每 一 种 类 型 的 大 分 子 而 言 ， 都 存在 一 种 与 前 面 讨论 的 谷 氨 酸 合成 类 似 的 酶 催 反 应 途 
径 (图 2-59)。 原 理 都 是 一 样 的 ， 也 就 是 在 缩合 反应 中 将 要 被 移 走 的 OH 基 团 ， 通 过 参与 另 
一 个 分 子 高 能 键 的 形成 过 程 而 首先 被 活化 。 然 而 ,将 ATP 水 解 与 蛋白 质 和 多 糖 合 成 偶 联 起 来 
的 确切 机 制 比 起 谷 氨 酸 合成 过 程 更 复杂 ， 因 为 需要 一 系列 高 能 中 间 产 物 来 生成 最 后 在 缩合 反 
应 步骤 中 被 断裂 的 高 能 键 〈 讨 论 见 第 6 章 蛋 白质 合成 ) 。 

每 种 活化 载体 在 推动 生物 合成 反应 中 发 挥 的 作用 也 很 有 限 。ATP 分 解 为 ADP 和 无 机 酸 
(PD 反应 的 AG 依赖 于 所 有 反应 物 的 浓度 。 但 在 通常 情况 下 ,细胞 内 自由 能 变化 为 
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图 2-65 多 糖 、 蛋 白质 以 及 核酸 的 合成 
每 一 种 生物 多 聚 体 的 合成 都 涉及 缩合 反应 中 水 分 子 的 丢失 。 图 中 没有 显示 出 在 加 成 之 前 ， 每 一 个 单 体 分 子 活化 所 需 的 高 
能 核 丰 三 砚 酸 的 消耗 。 相 比 之 下 ， 北 反应 一 一 所 有 三 类 多 聚 体 的 分 解 ， 通 过 简单 的 加 水 〈 水 解 ) 进行 


一 11 一 一 13kcal/mol。 理 论 上 ， 如 果 存 在 合适 的 反应 途径 ， 这 个 水 解 反应 可 以 用 来 推动 到 一 
个 AG 大 约 为 十 10kcal/mol 的 不 利 反 应 。 但 是 ， 对 于 某 些 生物 合成 反应 ， 即 使 一 13kcal/mol 
也 可 能 不 够 。 在 这 些 情况 下 ，ATP 水 解 途径 可 以 发 生 改变 ， 这 样 起 初 ATP 水 解 生成 AMP 
和 焦 磷酸 〈PP,) ， 然 后 焦 磷酸 水 解 〈 图 2-66)， 整 个 过 程 总 共 可 以 获得 大 约 一 26kcal/mol 的 自 
由 能 变化 。 通 过 这 种 方式 推动 发 生 的 一 个 重要 生物 合成 反应 是 核酸 (FERAE WAR 
如 图 2-67 所 示 。 

有 意思 的 是 ， 生 成 大 分 子 的 聚合 反应 可 以 向 两 个 不 同 的 方向 中 的 一 种 进行 ， 从 而 使 得 单 
体 向 头 部 聚合 或 者 沿 尾部 聚合 。 头 部 聚合 反应 中 ,缩合 反应 需要 的 活化 键 由 生长 的 聚合 物 末 
端 携带 ， 因 而 每 次 单 体 加 入 的 时 候 ， 它 都 必须 再 生 。 在 这 种 情况 下 ， 每 个 单 体 携带 的 活化 键 
将 用 于 把 下 一 个 单 体 加 入 到 序列 中 去 。 相 反 ， 在 尾部 聚合 反应 中 ， 每 个 单 体 携带 的 活化 键 立 
即 用 于 自身 的 加 成 反应 (图 2-68) 。 

我 们 在 后 面 的 章节 中 将 看 到 这 两 种 聚合 类 型 都 会 用 到 。 例 如 ， 核 酸 和 一 些 简单 多 糖 的 合 
成 通过 尾部 聚合 进行 ， 而 蛋白 质 合成 则 通过 头 部 聚合 进行 。 
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图 2-66 ATP 水 解 的 另 一 条 途径 ， 该 途径 中 首先 生成 焦 磷 酸 ， 然 后 水 解 焦 磷 酸 
这 条 途径 释放 的 自由 能 大 约 是 前 面 图 2-57 所 示 的 反应 的 2 倍 。(A) 在 两 个 连续 进行 的 水 解 反 应 中 ,来 自 参与 反应 
的 水 分 子 中 的 所 原子 保留 在 产物 中 ， 如 图 所 示 ， 而 气 原 子 解 离 出 来 形成 自由 氧 离子 (H+ ， 图 中 未 显示 )。(B) 整个 
反应 过 程 的 概 图 


小 结 


活 细胞 是 高 度 有 序 的 ， 为 了 存活 和 生长 ， 它 们 需要 在 自身 内 部 建立 有 序 性 。 这 之 所 以 在 
热力 学 上 成 为 可 能 ， 仅 仅 是 因为 不 断 吸收 能 量 ， 而 能 量 的 一 部 分 作为 热能 从 细胞 释放 到 环境 
中 去 。 能 量 最 终 来 源 于 太阳 的 电磁 辐射 ， 这 些 辐射 推动 在 光合 生物 如 绿色 植物 中 生成 有 机 分 
子 。 动 物 依靠 采 食 这 些 有 机 分 子 ， 并 经 过 一 系列 酶 催 反 应 氧化 它们 而 获得 能 量 ， 这 些 反 应 则 
与 ATP 形成 相 偶 联 ，ATP 是 所 有 细胞 内 的 一 种 通用 能 量 货币 。 

为 了 使 细胞 内 能 够 不 断 产生 有 序 性 ， 能 量 上 有 利 的 ATP 水 解 反 应 与 能 量 上 不 利 的 反应 偶 
联 。 在 大 分 子 生物 合成 过 程 中 ， 通 过 转移 磷酸 基 团 形成 活化 的 磷酸 化 中 间 产 物 来 实现 这 种 偶 
联 。 由 于 能 量 上 不 利 的 反应 现在 变 得 有 利 了 ， 因 此 认为 ATP 水 解 反应 推动 了 反应 的 进行 。 多 
聚 体 分 子 如 蛋白 质 、 核 酸 和 多 糖 由 大 大 小 小 的 活化 前 体 分 子 通过 重复 进行 的 缩合 反应 拼装 而 
成 。 这 些 缩合 反应 就 是 通过 以 上 的 方式 得 到 推动 的 。 其 他 的 一 些 活化 分 子 ， 或 者 称 为 活化 载 
体 或 辅酶 ， 在 生物 合成 反应 中 转移 其 他 的 化 学 基 团 。 例 如 ，NADPH 转移 1 个 质子 和 2 个 电 
子 (1 个 拨 离 子 ), 而 乙酰 CoA 转移 1 个 乙酰 基 团 。 
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图 2-67 一 个 多 核 苷 酸 ，RNA 或 DNA 的 合成 是 一 个 ATP 水 解 推动 进行 的 多 步 反 应 过 程 
第 一 步 中 ， 核 苷 单 确 酸 通过 两 个 ATP 分 子 末端 克 酸 的 连续 转移 反应 被 活化 。 形 成 的 高 能 中 间 产 物 一 一 核 萌 三 
磷酸 ， 在 溶液 中 汶 离 存在 一 直到 它 与 生成 的 RNA 或 DNA 链 的 未 端 进 行 反 应 ， 释 放出 焦 砚 酸 ， 后 者 水 解 为 无 机 
磷酸 在 能 基 上 极其 有 利 ， 并 且 帮 助 推动 整个 反应 沿 核酸 合成 的 方向 进行 ， 预 知 具 体 细节 过 程 见 第 5 章 
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图 2-68 生物 聚合 反应 中 活化 中 间 产 物 的 方向 性 
多 聚 体 的 头 部 生长 与 对 应 的 尾部 生长 的 比较 。 如 图 所 示 。 这 两 种 机 制 用 于 合成 不 同 的 生物 大 分 子 


细胞 怎样 从 食物 中 获取 能 量 


前 面 我 们 刚 看 到 ， 细 胞 需要 不 断 提供 能 量 来 产生 和 维持 生物 有 序 性 以 生存 下 去 。 这 种 能 
量 来 自 于 食物 分 子 中 的 化 学 键 能 ， 因 此 食物 也 相当 于 细胞 的 燃料 一 样 发 挥 作用 。 

糖 是 特别 重要 的 燃料 分 子 ， 它 们 被 逐步 氧化 成 CO 和 HO (图 2-69)。 在 这 一 部 分 ， 我 
们 分 析 糖 类 物质 在 分 解 ， 或 代谢 过 程 中 的 主要 步骤 ， 并 揭示 它们 怎样 在 动物 细胞 内 产生 


ATP, NADH 和 其 他 的 活化 载体 分 子 。 我 们 主要 集中 讨论 葡萄 糖 的 分 解 ， 因 为 它 在 大 多 数 动 
.112 ， 


物 的 细胞 中 是 主要 的 产能 物质 。 在 植物 、 真 菌 和 许多 细菌 中 ， 也 存在 极其 类 似 的 反应 途径 。 
其 他 的 分 子 ， 如 脂肪 酸 和 看 白质 ， 一 旦 进入 合适 的 反应 途径 也 能 作为 能 量 的 来 源 。 


(A) 细胞 中 糖分 步 氢 化“ omnem 


大 量 活化 
少量 活化 能 在 nh 
| 热量 提供 
* +0 
2 
a 
= 
a 所 有 能 量 以 热 
pe 最 形式 散发 


不 储存 


图 2-69 细胞 内 糖 的 有 控制 的 逐步 氧化 过 程 与 普通 燃料 过 程 的 比较 简 图 
《A) 细胞 内 ， 酝 经 过 一 系列 的 小 步 遇 催 化 氧化 反应 。 这 个 过 程 中 自由 能 以 较 方便 的 一 块 一 块 的 形式 转移 到 载 
体 分 子 上 ， 经 常 是 ATP 和 NADH。 在 每 一 步 ， 酶 通过 降低 活化 能 障碍 来 控制 反应 进行 ， 而 这 个 障碍 在 特定 反 
应 发 生 以 前 必须 逾越 。(A) 和 CB) 中 释放 的 总 自由 能 是 相同 的 ， 但 是 如 果 像 (D 中 那样 ， 糖 仅 用 一 步 就 气 
化 CO 和 HO， 那么 它 就 会 释放 出 大 大 多 于 可 以 获取 并 用 于 有 用 目的 的 能 量 


食物 分 子 分 三 个 阶段 分 解 产 生 ATP 


我 们 所 吃 的 食物 中 的 蛋白 质 、 脂 类 和 多 糖 必须 分 解 成 更 小 的 分 子 ， 才 能 使 细胞 利用 它们 ， 
或 者 作为 能 量 来 源 或 者 用 作 合成 其 他 分 子 的 基本 单位 。 分 解 过 程 必须 只 发 生 在 从 外 界 摄取 的 
食物 上 ， 而 不 能 发 生 在 细胞 内 部 的 大 分 子 上 。 因 此 ， 食 物 分 子 的 酶 促 降解 第 一 阶段 是 消化 ， 
这 一 过 程 发 生 在 小 肠 细胞 外 或 者 是 细胞 内 特定 的 细胞 器 溶 酶 体 中 。( 溶 酶 体外 周 的 膜 使 得 它 内 
部 的 消化 酶 与 细胞 质 隔 开 ， 如 第 13 章 所 述 。) 在 两 种 情况 下 ， 通 过 酶 的 催化 作用 ， 食 物 中 巨 
大 的 多 聚 物 分 子 在 消化 过 程 中 分 解 成 单 体 分 子 : 蛋白 质 分 解 成 氨基 酸 ， 多 糖分 解 成 单 糖 ， 脂 肪 
分 解 成 脂肪 酸 和 甘油 。 消 化 之 后 ， 食 物 降解 生成 的 有 机 小 分 子 进入 细胞 质 ， 在 这 里 开始 它们 的 
缓慢 的 氧化 过 程 。 如 图 2-70 所 示 ， 氧 化 发 生 在 细胞 进一步 新 陈 代谢 的 两 个 阶段 第 二 阶段 在 细 
胞 质 内 开始 ， 在 主要 的 能 量 转换 器 线粒体 内 结束 ; 第 三 阶段 则 全 部 局 限 在 线粒体 内 进行 。 

在 第 二 阶段 ， 一 个 称 为 糖 醇 解 的 反应 链 将 每 个 葡萄 糖分 子 转变 成 2 个 小 分 子 的 丙酮 酸 。 
葡萄 精 以 外 的 其 他 单 糖 ， 在 转变 成 这 条 糖分 解 途径 的 某 个 糖 中 间 产 物 以 后 ， 也 同样 转变 成 两 
酮 酸 。 在 形成 丙酮 酸 的 过 程 中 ， 产 生 了 两 个 活化 载体 分 子 一 -ATP 和 NADH。 接 着 丙酮 酸 
从 细胞 质 进 入 到 线粒体 内 ， 在 这 里 每 个 丙酮 酸 分 子 转变 成 CO, 和 含有 2 个 碳 原子 的 乙酰 单 
位 一 一 它们 连接 到 辅酶 A (CoA) 上 ， 形 成 乙酰 CoA， 它 也 是 一 个 载体 分 子 (图 2-62) 。 来 自 
于 脂肪 的 脂肪 酸 通过 逐步 氧化 和 分 解 也 生成 大 量 的 乙酰 CoA， 这 些 脂肪 由 血液 输送 ， 并 以 脂 
肪 酸 的 形式 进入 细胞 内 ， 接 着 进入 线粒体 产生 乙酰 CoA. 

在 第 三 阶段 ， 食 物 分 子 氧化 分 解 过 程 完全 在 线粒体 内 进行 。 乙 酰 CoA 上 的 乙酰 基 团 通 过 
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图 2-70 动物 细胞 内 ， 从 食物 到 无 用 产物 的 细胞 代谢 过 程 的 三 个 阶段 的 简 图 
这 一 系列 的 反应 产生 ATP, ATP 接着 用 于 细胞 内 生物 合成 反应 和 其 他 的 需 能 过 程 。 阶段 1 在 细胞 外 进 
行 ; 阶段 2 主要 在 细胞 质 内 进行 除了 最 后 一 步 由 丙酮 酸 转变 为 乙酰 CoA 上 的 乙酰 基 团 以 外 ， 这 一 步 
发 生 在 线粒体 体内 ); 阶段 3 在 线粒体 内 进行 


本寺 


一 个 高 能 键 与 辅酶 A 相连 ， 因 而 容易 转移 到 其 他 的 分 子 上 。 当 它 转移 到 含有 4 个 碳 原子 的 草 
酰 乙酸 上 之 后 ， 这 个 乙酰 基 团 进 入 称 为 柠 样 酸 循环 的 一 系列 反应 过 程 中 。 前 面 我 们 曾 简单 提 
到 过 ， 乙 酰基 团 在 这 些 反应 中 氧化 成 CO; 并 生成 大 量 的 电子 载体 NADH， 最 后 NADH 携带 
的 高 能 电子 沿 着 位 于 线粒体 内 膜 的 电子 转移 链 进行 传递 。 在 这 里 ， 这 些 电 子 转移 所 释放 的 能 
基 推 动 生成 ATP 和 消耗 分 子 氧 〈O:) 的 过 程 。 正 是 在 最 后 的 这 些 步 又 中 ,大 量 氧化 释放 的 
能 量 得 到 利用 并 产生 在 细胞 内 占 大 多 数 的 ATP。 

因为 线粒体 内 推动 生成 ATP 的 能 量 最 终 来 源 于 食物 分 子 的 氧化 分 解 ， 所 以 线粒体 中 由 电 
子 转移 推动 ， 使 ADP 磷酸 化 生成 ATP 的 过 程 也 称 为 氧化 磷酸 化 。 第 14 章 主要 讨论 了 氧化 磷 
酸化 过 程 中 线粒体 内 膜 发 生 的 引 人 人 胜 的 反应 。 

通过 生成 ATP， 糖 类 和 脂肪 分 解释 放 的 能 量 以 便于 在 细胞 其 他 地 方 利用 的 化 学 能 量 块 的 
形式 重新 分 配 。 一 个 典型 细胞 的 细胞 质 内 ， 任 何 时 刻 都 存在 大 约 10" 个 ATP 分 子 ， 而 且 在 很 
多 细胞 中 ， 所 有 这 些 ATP 每 隔 1 一 2min 就 得 到 更 新 (也 就 是 消耗 竭尽 后 重新 生成 并 替换 ) 。 

总 之 ， 葡 萄 糖 和 脂肪 酸 氧化 成 水 和 CO 在 理论 上 释放 的 能 量 中 将 近 一 半 可 以 被 获取 并 用 
于 推动 能 量 上 不 利 的 反应 Pi + ADP 一 ATP。( 相 反 ， 一 个 典型 的 燃料 引擎 ， 如 汽车 引擎 ， 只 
能 将 不 到 20% 的 能 量 转变 为 有 用 的 功 .) 剩余 的 能 量 被 释放 ， 作 为 热能 温暖 我 们 的 身体 。 


AR kh ATP 的 中 心 途径 


食物 分 子 降 解 的 第 二 阶段 中 最 重要 的 过 程 是 葡萄 糖 在 称 作 糖 酵 解 〈glycolysis) (“glykos” 
和 “lysis” 分 别 来 自 希 腊 语 ， 意 思 分 别 为 “ 糖 ” 和 “裂解 ") 的 系列 反应 中 分 解 。 糖 酵 解 途径 
生成 ATP 的 过 程 不 需要 分 子 氧 氧气) 的 参与 。 它 在 大 多 数 细胞 包括 许多 厌 氧 微生物 〈 指 那 
些 不 需 利 用 氧气 生存 的 微生物 ) 的 细胞 质 中 进行 。 糖 醇 解 途径 可 能 在 生命 历史 的 早期 ， 在 光 
合生 物 释放 氧气 到 空气 中 以 前 ， 就 进化 产生 了 。 在 糖 酵 解 过 程 中 ， 一 个 有 6 个 碳 原子 的 葡萄 
糖分 子 转变 成 2 分 子 的 丙酮 酸 ， 每 个 丙酮 酸 分 子 含有 3 个 碳 原子 。 对 于 每 个 葡萄 糖分 子 而 言 ， 
2 分 子 的 ATP 水 解 以 提供 能 量 推动 初始 反应 ， 但 是 在 后 面 的 步 又 中 ， 生 成 了 4 分 子 的 ATP, 
因此 糖 酵 解 过 程 结 束 时 ， 每 个 葡萄 糖分 子 分 解 净 产 生 2 分 子 的 ATP. 

图 2-71 概括 了 糖 酵 解 途径 ， 专 题 2-8 是 更 详细 的 反应 步骤 。 糖 酵 解 过 程 涉及 10 个 独立 
的 反应 ， 每 个 反应 产生 一 个 不 同 的 糖 中 间 产 物 ， 并 且 每 一 步 都 由 不 同 的 酶 进行 催化 。 与 大 多 
数 酶 一 样 ， 所 有 这 些 酶 以 ase 结尾 ， 如 异 构 酶 〈isomerase) 和 脱氧 酶 (dehydrogenase)， 表 
示 它 们 催化 的 反应 类 型 。 

尽管 分 子 氧 不 参与 糖 酵 解 反 应 ， 但 是 确 确实 实 发 生 了 和 氧化 反应 ， 因 为 电子 被 NAD* 从 一 
些 来 源 于 葡萄 糖分 子 的 碳 上 移 走 〈 产 生 NADH) 。 整 个 糖 酵 解 过 程 一 步 一 步 地 进行 ， 使 得 氧 
化 产生 的 能 量 一 部 分 一 部 分 地 释放 ， 这 样 大 多 数 能 量 是 可 以 储存 到 活化 载体 分 子 中 ， 而 不 会 
使 全 部 的 能 量 以 热 的 形式 释放 掉 〈 图 2-69)。 因 此 ， 一 些 氧化 释放 的 能 量 推动 从 ADP 和 Pi 到 
ATP 的 直接 生成 ， 也 有 一 些 能 量 与 高 能 电子 载体 NADH 中 的 电子 一 起 存在 。 

糖 酵 解 过 程 中 ， 每 分 子 葡萄 糖分 解 形成 2 分 子 NADH。 在 需 氧 生物 中 〈 指 有 氧 才 能 生存 
的 微生物 )， 这 些 NADH 分 子 将 它们 携带 的 电子 释放 到 的 第 14 章 描述 的 电子 传递 链 中 ， 由 
NADH 产生 的 NAD* 则 被 糖 酵 解 重新 利用 〈 专 题 2-8 中 第 6 步 ) 。 


发 酵 使 得 在 无 氧 条 件 下 能 够 生成 ATP 


对 于 大 多 数 动物 和 植物 细胞 而 言 ， 糖 酵 解 仅仅 是 食物 分 子 分 解 进 入 第 三 阶段 ， 也 是 最 后 
阶段 的 一 个 前 奏 。 在 这 些 细胞 内 ,第 二 阶段 最 后 一 步 生 成 的 丙酮 酸 被 迅速 转移 到 线粒体 内 
“115. 
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2-71 MRE 
图 中 所 示 的 10 步 反 应 中 每 一 步 都 由 不 同 的 酶 催化 ， 注 意 第 4 步 将 1 个 六 碳 断 裂 生 成 2 个 三 
碳 精 ， 所 以 这 一 步 后 面 每 一 阶段 的 分 子 数 目 增 倍 。 如 图 所 示 ， 从 第 6 步 开始 ， 糖 醉 解 途径 进 
入 产能 时 期 ， 该 时 期 导致 ATP 和 NADH 分 子 的 净 生 长 〈 专 题 2-8) 


在 这 里 丙酮 酸 转变 CD; 和 乙酰 CoA， 而 乙酰 CoA 进一步 彻底 氧化 成 CO* 和 H0. 

相 比 之 下 ， 对 于 许多 厌 氧 微生物 ， 它 们 不 利用 分 子 氧 ， 在 无 氧 条 件 下 能 够 生长 和 分 裂 
糖 醇 解 过 程 是 细胞 内 ATP 的 主要 来 源 。 这 种 情况 也 适用 于 某 些 动物 组 织 ， 如 骨骼 肌 ， 它 能 在 
分 子 氧 不 足 的 情况 下 ， 继 续 发 挥 作 用 。 在 这 些 无 氧 的 条 件 下 ， 丙 酮 酸 和 NADH 电子 都 存在 于 
细胞 质 中 。 丙 酮 酸 转变 成 分 洲 到 细胞 外 的 产物 。 例 如 ， 在 用 于 酿酒 和 制作 面包 的 酵母 中 ， 转 
变 成 乙醇 和 CO* ， 在 肌肉 内 生成 乳酸 。 在 此 过 程 中 ，NADH 释放 它 的 电子 又 转变 成 NAD  。 
这 种 NAD! 再 生 的 过 程 对 于 维持 糖 酵 解 途径 正常 运行 是 必需 的 〈 图 2-72)。 

这 种 无 氧 条 件 下 产生 能 量 的 途径 称 为 发 酵 〈fermentation)。 早 期 有 关 在 酵母 中 进行 的 


且 在 商业 上 很 重要 的 发 酵 反应 的 研究 给 了 生物 化 学 家 灵感 。19 世纪 的 研究 工作 导致 研究 者 在 
+ 116 


专题 2-8 糖 酵 解 途径 中 10 个 步骤 的 详细 内 容 
每 一 步 反应 中 发 生变 化 的 分 子 用 蓝 色 阴 影 表示 ， 而 黄色 方 框 中 是 催化 反应 进行 的 酶 。 
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第 6 步 : 2 分 子 的 甘油 醛 3 磷酸 被 氧化 ， 由 于 形成 NADH 和 一 个 新 的 高 能 本 磷酸 连接 ， 糖 酵 解 途径 进入 
产能 阶段 。 
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图 2-72 丙酮 酸 无 氧 分 解 的 两 条 途径 
《A) 当 氧 气 供应 基 不 足 时 ， 例 如 ， 在 剧烈 收缩 的 肌肉 中 ， 糖 酵 解 产生 的 丙酮 酸 转变 成 乳酸 ， 如 图 所 示 。 这 个 
反应 青 生 出 糖 醉 解 途径 第 6 步 所 消耗 的 NAD- ， 但 是 整个 途径 产生 的 能 量 比 完全 氧化 产生 的 能 量 少 得 多 。(B) 
在 一 些 尤 氧 条 件 下 也 能 生长 的 有 机 体例 如 ， 在 酵母 中 ， 丙 酮 酸 经 由 乙 醛 转变 成 二 氧化 碳 和 乙醇 。 同样， 该 
BAEK NADH 青 生出 糖 醉 解 途径 正常 运行 所 需 的 NAD. (A) 和 (B) 都 是 发 酵 的 例子 


1896 年 令 人 惊奇 地 认识 到 这 些 过 程 可 以 在 活 生 物 体外 进行 研究 ， 也 就 是 在 细胞 抽 提 物 内 进行 
研究 。 这 个 革命 性 的 发 现 最 终 使 研究 者 能 够 分 解 并 研究 发 酵 过 程 中 每 个 单独 的 反应 。1930 年 
拼装 完成 完整 的 糖 酵 解 途径 ， 这 是 生物 化 学 的 一 大 成 就 ， 接 着 很 快 研究 者 就 认识 到 细胞 反应 
过 程 中 ATP 的 中 心 作用 。 


， 本 章 讨 论 的 大 多 数 基 本 概念 已 经 了 解 了 50 多 年 。 


糖 酵 解 过 程 证 实 了 酶 是 如 何 将 氧化 放 能 与 能 量 储存 偶 联 起 来 的 
前 面 我 们 已 使 用 一 个 “叶轮 ”的 类 比 来 解释 细胞 如 何 利用 酶 将 一 个 能 量 上 不 利 的 反应 与 


另 一 个 能 量 上 有 利 的 反应 偶 联 起 来 ， 从 而 获取 有 机 分 子 氧化 产生 的 有 用 能 量 〈 图 2-56) 。 在 我 


=a 


A) 


高 能 刍 
Co AMW) 
H 一 5 一 OH 
a 
WB a 
1 
HO 一 P 一 OH 
o | 
I OH 
Ho 一 P 一 0 
E 
HO 《一 0 ARAR 


第 7 步 


高 能 磷酸 键 转 
移 到 ADP 上 形成 ATP 


许多 氧化 产生 的 能 量 储存 在 
活化 的 载体 ATP 和 NADH 中 
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图 2-73 MERREN 
第 6、7 两 步 中 的 能 量 
储存 
在 这 些 反应 步 台 中 ， 醋 氧化 
为 着 酸 的 过 程 与 生成 ATP 
Al NADH 的 过 程 相 偶 联 , 
CA) 第 6 步 开始 于 底 物 
(甘油 酸 5- 磷酸 ) 和 暴露 在 
酶 表面 〈 甘 油 醛 3- 砚 酸 脱氧 
酶 ) 的 一 个 一 SH 基 团 之 问 
形成 共 价 键 。 然 后 这 个 酶 催 
化 将 所 (是 一 个 氢 负 离子 ， 
即 一 个 质子 加 2 个 电子 ) 从 
大 量 存在 的 甘油 本 3 磷酸 转 
移 到 一 个 NAD 分 子 上 。 
在 这 个 氧化 反应 过 程 中 释放 
的 能 量 部 分 用 于 生成 一 分 子 
NADH， 部 分 用 于 将 起 始 时 
酶 与 底 物 之 间 形 成 的 共 价 刍 
转变 成 一 个 高 能 硫 酯 键 〈 用 
红色 表示 )， 接 着 ， 一 分 子 
无 机 磷酸 取代 酶 上 面 的 这 个 
高 能 键 ， 从 而 生成 一 个 高 能 
WRM GERK). P 
此 ， 酶 不 仅 将 能 量 储存 于 
NADH， 而 且 将 能 量 上 有 利 
的 使 醛 氧化 为 羧 酸 的 反应 偶 
联 到 生成 高 能 确 酸 刍 的 能 量 
上 不 利 的 反应 上 。 第 2 个 反 
应 由 第 1 个 反应 推动 ， 因 而 
就 像 图 2-56 中 的 “叶轮 
侦 联机 制 一 样 发 挥 作用 。 在 
第 7 步 反 应 中 ， 高 能 精 - 确 
酸 中 间 产 物 刚刚 形成 ，1,3- 
二 确 酸 甘油 酸 就 结合 到 另 一 
个 酶 确 酸 甘油 激酶 上 ， 活 性 
磷酸 转移 到 ADP 上 ， 形 成 
一 分 子 ATP， 并 将 一 个 自 
由 的 着 酸 基 财 保留 在 被 氧化 
WAER. (D 对 第 6、7 
两 步 反应 中 发 生 的 整个 化 学 
变化 的 概括 


们 的 类 比 中 ， 酶 相当 于 叶轮 ， 为 了 确切 地 说 明 偶 联 反 应 是 如 何 发 生 的 ， 现 在 我 们 回 到 前 面 讲 
的 糖 酵 解 途径 的 一 个 步骤 中 去 。 

糖 酵 解 过 程 中 的 两 个 中 间 反 应 (第 6 步 和 第 7 步 )， 将 含有 3 个 碳 原 子 的 糖 中 间 产 物 甘油 
RE 3 磷酸 (一 个 醛 ) 转变 成 了 一 磷酸 甘油 酸 (一 个 羧 酸 )。 这 个 过 程 使 得 一 个 醛 基 在 两 步 进行 
的 反应 中 氧化 成 羚 基 。 整 个 过 程 释放 了 足够 的 自由 能 将 ADP 分 子 转变 成 ATP， 也 将 两 个 电 
子 从 醛 基 上 转移 到 NAD 形成 NADH， 而 且 释放 了 足够 的 热能 到 环境 中 ， 使 得 整个 反应 在 能 
量 上 有 利 〈 整 个 反应 的 AG 是 一 3. 0kcal/mol) 。 

图 2-73 列举 了 实现 这 种 显著 转变 的 反应 途径 。 这 些 化 学 反应 由 两 种 酶 催化 控制 ， 而 两 种 
糖 中 间 物 结合 在 这 些 酶 上 。 第 一 个 酶 (甘油 醛 -3- 磷 酸 脱 氨 酶 ) 通过 酶 分 子 上 具有 活性 的 
一 SH 基 团 ， 形 成 一 个 短暂 的 共 价 键 ， 结 合 到 醛 基 上 。 尽 管 处 于 结合 状态 ， 它 也 能 催化 这 个 醛 
基 的 氧化 。 氧 化 产生 的 高 能 酶 - 底 物 共 价 键 ， 接 着 被 一 个 无 机 磷酸 离子 取代 ， 生 成 一 个 高 能 
糖 - 磷 酸 中 间 产物 ， 因 而 这 个 中 间 产 物 可 以 从 酶 分 子 上 释放 出 来 。 接 着 结合 到 第 二 个 酶 (磷酸 
甘油 激酶 ) 上 。 这 个 酶 催化 刚 生成 的 高 能 产物 磷酸 转移 到 ADP， 生 成 ATP， 并 完成 将 醛 基 氧 
HARIRI HE TEBE CPA 2-73), 

我 们 较 详 细 地 介绍 了 整个 特别 的 氧化 过 程 ， 因 为 它 提供 一 个 明显 的 由 酶 介 导 的 能 量 储存 
的 实例 (图 2-74)。 这 些 反应 〈 第 6 步 和 第 7 步 )， 是 糖 醉 解 途径 中 仅 有 的 直接 从 无 机 磷 生 成 
高 能 磷酸 键 的 反应 。 因 此 ， 它 们 导致 每 个 葡萄 糖分 子 净 生 成 2 个 ATP 分 子 和 2 个 NADH 分 
P (专题 2-8) 。 
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图 2-74 ” 糖 酵 解 途径 中 第 6 步 和 第 7 步 反 应 中 形成 NADH 和 ATP 的 偶 联 反应 概览 
CH 键 氧化 的 能 基 推 动 生成 NADH 和 一 个 高 能 磷酸 键 ， 这 个 高 能 确 酸 键 断 裂 推动 生成 ATP 


正如 我 们 刚 看 到 的 ， 当 生成 的 反应 中 间 产 物 具有 上 比 ATP 更 高 的 高 能 磷酸 键 时 ，ATP 很 
容易 由 ADP 生成 。 磷 酸 键 可 以 通过 比较 每 个 键 水 解 断裂 时 标准 自由 能 变化 〈AG?)， 按 能 量 
进行 排序 。 图 2-75 比较 了 ATP 中 的 高 能 磅 酸 键 和 其 他 歼 酸 键 ， 其 中 有 一 些 在 精 酵 解 途径 中 
产生 。 
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图 2-75 一 些 磷酸 键 的 能 量 

如 果 水 解 分 子 1 中 的 磷酸 键 的 标准 自由 能 变化 比 水 解 分 子 2 的 更 负 ， 那 么 将 此 太 酸 基 团 从 分 子 1 转移 到 分 子 2 的 反应 在 

能 基 上 就 有 利 。 因 此 ， 例 如 ， 一 个 确 酸 基 团 很 容易 从 1,3- 二 克 酸 甘油 酸 转 移 到 ADP， 生 成 ATP。 注 意 水 解 反应 可 看 到 
将 磷酸 基 团 转移 到 水 分 子 


糖 和 脂肪 都 在 线粒体 分 解 为 乙酰 CoA 

现在 我 们 来 看 代谢 的 第 3 个 阶段 ， 也 就 是 需要 大 量 分 子 氧 〈 氧 气 ) 的 阶段 。 由 于 研究 者 
们 认为 地 球 在 10 亿 一 20 亿 年 以 前 形成 了 含有 氧气 的 大 气 层 ， 然 而 我 们 知道 大 量 的 生命 形态 
已 在 地 球 上 存在 了 35 亿 年 ， 所 以 我 们 接着 讨论 的 在 反应 中 利用 O: 被 认为 是 一 个 相对 较 晚 的 
事件 。 相 比 之 下 ,图 2-73 中 产生 ATP 的 机 制 不 需要 氧气 ， 并 且 与 这 对 侦 联 反 应 相近 的 机 制 
可 能 在 地 球 生命 历史 早期 就 出 现 了 。 

在 需 氧 代谢 中 ， 糖 酵 解 途径 产生 的 丙酮 酸 被 一 个 由 三 种 酶 组 成 的 巨大 复合 体 一 -丙酮 酸 
脱氧 酶 复合 体 ， 迅 速 脱毛 。 丙 酮 酸 脱毛 产物 包括 1 分 子 CO。( 无 用 产物 ) 、1 分 子 NADH 和 


乙酰 CoA。 该 三 酶 复合 体位 于 真 核 细胞 线粒体 内 ， 它 的 结构 和 作用 模式 如 图 2-76 所 示 。 
+1226 
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图 2-76 ”丙酮 酸 氧化 成 乙酰 CoA 和 CO, 
CA) 丙酮 酸 脱氧 酶 复合 体 的 结构 ， 它 含有 60 条 多 肽 链 。 这 是 一 个 大 的 多 酶 复合 体 的 例子 ， 在 此 复合 体内 反应 中 
间 产 物 直接 从 一 个 酶 传递 到 另 一 个 酶 。 在 真 核 细胞 中 它 位 于 线粒体 。 (B) 丙酮 酸 脱 氢 酶 复合 体 发 生 的 反应 。 该 
复合 体 在 线粒体 基质 中 将 丙酮 酸 转 变 成 乙酰 CoA， 这 个 反应 过 程 也 生成 NADH，A、B、C 分 别 指 三 种 酶 ;丙酮 
酸 脱 凑 酶 、 硫 辛 栈 胺 还 原 酶 脱 凑 酶 和 二 氧 硫 辛 脱氧 酶 。(A) 中 用 图 表示 这 些 酶 ， 它 们 的 活性 联系 也 如 图 所 示 


降解 来 源 于 脂肪 的 脂肪 酸 的 酶 同样 在 线粒体 内 生成 乙酰 CoA。 每 个 脂肪 酸 分 子 〈 如 活化 的 
脂 酰 CoA 分 子 ) 经 过 一 个 循环 反应 完全 分 解 ， 整 个 循环 反应 每 次 从 羧基 末端 去 掉 2 个 碳 并 且 每 
轮 循环 生成 1 分 子 乙酰 CoA。 这 个 过 程 中 还 生成 1 分 子 NADH 和 1 分 子 FADH。( 图 2-77), 

糖 和 脂肪 为 大 多 数 非 光 合生 物 ， 包 括 人 类 ， 提 供 了 主要 的 能 量 来 源 。 然 而 ， 从 这 两 种 类 
型 食物 的 氧化 中 ， 可 获得 的 有 用 能 量 储存 在 乙酰 COA 分 子 中 ， 它 们 经 由 上 面 所 述 的 两 种 反应 
产生 。 由 于 乙酰 CoA 中 的 乙酰 基 团 在 柠檬 酸 循环 中 被 氧化 成 CO; 和 HO， 因此 在 需 氧 生物 的 
能 量 代谢 中 ， 柠 榜 酸 循环 发 挥 着 中 心 作用 。 在 真 核 生 物 中 ,这些 反应 都 发 生 在 线粒体 内 ， 南 
酮 酸 和 脂肪 酸 都 进入 这 个 细胞 器 生成 乙酰 CoA (图 2-78)。 因 此 ， 应 当 毫 不 奇怪 动物 细胞 大 
部 分 ATP 的 产生 都 发 生 在 线粒体 内 。 相 反 ， 厌 氧 细菌 在 唯一 的 区 室 细胞 质 内 进行 所 有 的 反 
应 ,而 且 在 这 些 细胞 内 柠 榜 酸 循环 正 是 在 细胞 质 中 进行 的 。 


柠檬 酸 循环 使 乙酰 CoA 氧化 成 CO;:， 生 成 NADH 


19 世纪 生物 学 家 注意 到 没有 空气 时 〈 厌 氧 条 件 )， 细 胞 产生 乳酸 (如 在 肌肉 内 ) 或 者 乙 
醇 〈 如 在 酵母 内 )， 而 存在 空气 时 〈 需 氧 条 件 )， 细 胞 消耗 O: 并 生成 CO 和 HO. HTAA 
需 氧 代谢 途径 ， 所 做 的 大 量 工作 最 后 集中 在 丙酮 酸 氧 化 上 面 ， 从 而 使 得 1937 年 发 现 了 柠檬 酸 
循环 (citric acid cycle), WKZ MERKRA Kreb's HH. RATT ALMA TE 
大 多 数 细胞 内 约 占 2/3， 它 的 主要 终 产 物 是 CO. 和 以 NADH 形式 存在 的 高 能 电子 。CO: 作为 
无 用 产物 释放 ， 而 NADH 中 的 高 能 电子 转移 到 结合 在 膜 上 的 电子 传递 链 ， 最 终结 合 氧气 生成 
HO0。 尽 管 柠 榜 酸 循环 本 身 并 不 利用 O, BERE Os 以 不 断 向 前 进行 ， 因 为 没有 其 他 有 效 
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图 2-77 脂肪酸 氧 化 成 乙酰 CoA 
(A) 细胞 质 〈( 上 面 ) 内 脂肪 滴 的 电镜 图 以 及 脂肪 的 结构 〈 下 面 )。 脂 肪 是 三 酰 甘 油 。 这 里 用 绿色 表示 与 三 个 脂肪 酸 用 酯 
键 相连 的 甘油 。 脂 肪 不 溶 于 水 ， 储 存在 特 化 的 脂肪 细胞 〈 称 为 dipocyte) 内 ， 形 成 巨大 的 脂肪 滴 。 CB) 脂肪 酸 氧 化 循 
环 ， 这 个 循环 申 线粒体 内 的 4 种 酶 催化 。 每 轮 循 环 使 脂肪 酸 链 减 少 2 个 碳 原子 〈 用 红色 表示 )， 并 生成 1 分 子 乙酰 CoA。 
14} f NADH 和 1 分子 FADH:。FADHz 的 结构 如 图 2-80(B) 所 示 [ (A) 经 Daniel S. Frednd 许可 ] 


图 2-78 ”从 糖 和 脂肪 生成 乙酰 CoA 的 途径 
真 核 细胞 内 的 线粒体 是 两 种 主要 的 食物 分 子 产生 乙酰 CoA 的 地 方 。 因 此 ， 正 是 在 线粒体 发 生 大 多 数 的 细胞 氧化 反应 ， 
并 且 生 成 大 多 数 的 ATP 


途径 可 以 使 NADH 释放 它 的 电子 ， 因 此 NAD? 的 再 生 是 循环 持续 进行 所 必需 的 。 

柠 榜 酸 循环 在 真 核 生 物 内 主要 在 线粒体 内 进行 ， 它 使 乙酰 CoA 中 乙酰 基 团 的 碳 原子 完全 
氧化 ， 转 变 为 CO: 。 但 是 ， 乙 酰基 团 并 不 是 直接 氧化 的 。 相 反 ， 这 个 基 团 从 乙酰 CoA 转移 到 
一 个 更 大 的 四 碳 分 子 一 一 草 酰 乙酸 ， 并 形成 一 个 六 碳 的 三 羧 酸 一 一 柠檬 酸 ， 后 面 的 反应 循环 
就 是 根据 它 命名 的 。 柠 榜 酸 分 子 接着 被 缓慢 氧化 ， 使 得 氧化 释放 的 能 量 可 以 被 利用 ， 并 产生 
富 含 能 量 的 活化 载体 分 子 。 串 联 的 8 个 反应 组 成 一 个 循环 ， 因 为 最 后 草 酰 乙酸 再 生 并 进入 新 
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一 轮 循环 当中 ， 如 图 2-79 所 示 。 
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图 2-79 柠檬 酸 循环 的 简 图 
乙酰 CoA 和 章 酰 乙酸 反应 生成 柠 橡 酸 (citric acid) ， 从 而 启动 柠檬 酸 循环 。 每 一 轮 循环 里 ， 生 成 2 分 子 CO 作为 无 
用 产物 ， 再 产生 3 分 子 NADH、1 分子 GTP 和 1 分 子 FADHs。 每 个 中 间 产物 的 碳 原子 数 用 黄色 方 格 表示 ， 和 欲 知 细 
节 见 专题 2-9 


到 目前 为 止 ， 我 们 仅仅 讨论 了 三 种 活化 载体 分 子 中 的 一 种 一 -NAD+-NADH 对 (图 
2-60)。 除 了 分 子 NADH 以 外 ， 每 轮 循 环 还 从 FAD 产生 1 分 子 FADH (还 原型 黄 素 核 苷 二 
磷酸 ) 以 及 从 GDP 产生 1 分 子 GTP 〈 鸟 味 叭 核 苷 三 磷酸 )。 这 两 种 活化 载体 分 子 的 结构 见 图 
2-80。GTP 5 ATP 类似 ， 每 轮 循环 中 ，GTP 未 端 磷酸 基 团 转 移 到 ADP 生成 1 分 子 ATP, 
与 NADH 一 样 ，FADH: 是 高 能 电子 和 和 氢 的 载体 。 正 如 我 们 刚 提 到 的 ， 储 存在 NADH 和 
FADH: 中 的 易 转移 的 高 能 电子 的 能 量 ， 通 过 氧化 磷酸 化 过 程 ， 将 接着 用 于 ATP 合成 ， 它 是 
食物 氧化 代谢 过 程 中 唯一 一 步 直接 需要 空气 中 的 氧气 (O) 进行 的 反应 。 

在 专题 2-9 中 ， 我 们 可 以 看 到 完整 的 柠 样 酸 循环 途径 。 为 了 使 进入 柠檬 酸 循环 的 乙酰 基 
团 生 成 CO; 所 必需 的 额外 氧 原子 ， 不 是 由 分 子 氧 而 是 由 HzO 提供。 正如 专题 2-9 中 所 示 ， 每 
轮 循环 中 3 分 子 水 裂解 ， 其 中 一 些 氧 原子 用 于 合成 CO;。 

除 丙酮 酸 和 脂肪 酸 以 外 ， 一 些 氨基 酸 通过 细胞 质 进入 线粒体 ， 在 这 里 转变 成 乙酰 CoA 或 
者 柠 榜 酸 循环 的 一 个 中 间 产 物 。 因 此 ， 在 真 核 细 胞 内 线粒体 居中 心地 位 ， 所 有 产能 过 程 ， 无 
论 它们 从 糖 、 脂 肪 还 是 蛋白 质 开 始 ， 都 导向 这 个 中 心 。 

柠檬 酸 循环 也 可 以 作为 许多 重要 生物 合成 反应 的 起 点 ， 为 它们 提供 至 关 重 要 的 含 碳 中 间 
产物 ， 如 草 酰 乙酸 和 a- 酮 戊 二 酸 。 代 谢 产生 的 这 些 物 质 中 有 些 从 线粒体 转运 回 细 胞 质 ， 在 这 
里 它们 作为 许多 重要 的 分 子 ， 如 氨基 酸 合 成 的 前 体 发 挥 作用 。 


电子 转移 推动 细胞 内 大 多 数 ATP 的 合成 


正 是 在 食物 分 子 降解 的 最 后 一 步 ， 它 所 含 化 学 能 的 大 部 分 被 释放 。 在 这 个 最 后 的 反应 过 
+ 125+ 


(A) 


© 
| 
Se 
° 
| 
Se 
了 
o—7=0 
L 
| 
Q 
= 
® 
24 
二 
= 
z 


(B) 20W 2 


cot m 


A, af 
He—c#ech ctam 一 ~ 
me, | Ghd il 
HC—C 3 
IoC ey, sil ain PA one. 


za 


H 一 C 一 OH 


| 
HC-o-@G@-o-cH 
FAD] 


图 2-80 GTP 和 FADH 的 结构 图 
(A) GTP Al GDP 分 别 与 ATP 和 ADP 相似 。(B) FADH: 是 所 和 高 能 电子 的 载体 ， 与 NADH 
M NADPH 类 似 。 这 里 显示 的 是 它 的 氧化 形式 (FAD)， 用 黄色 突出 能 携带 氢 的 原子 


程 中 ， 电 子 载体 NADH 和 FADH; 将 其 他 分 子 氧化 时 ， 它 们 所 获得 的 电子 转移 到 包 埋 在 线 粒 
体内 膜 内 的 电子 传递 链 (electron-transport chain) 上 。 当 电子 沿 这 条 由 特 化 的 电子 供 体 和 电 
子 受 体 组 成 的 电子 传递 链 进行 传递 时 ， 它 们 的 能 量 状态 连续 降低 。 这 个 过 程 中 电子 释放 的 能 
量 用 于 将 H* EP) RAR, 从 线粒体 内 部 泵 到 膜 外 (图 2-81)， 因 此 产生 一 个 H+ 梯度 。 
该 梯度 是 能 量 的 来 源 ， 像 电子 一 样 被 用 来 推动 各 种 需 能 反应 ， 其 中 最 重要 的 就 是 ADP 磷酸 化 
生成 ATP。 

在 这 一 系列 电子 转移 反应 最 后 ， 电 子 传递 到 扩散 进入 线粒体 内 的 分 子 氧 〈O:) ， 这 些 分 
子 氧 立刻 与 周围 溶液 中 的 H 结合 生成 水 分 子 。 到 此 电子 处 于 最 低能 量 状态 ， 因 而 所 有 可 以 
获取 的 能 量 都 从 被 氧化 的 食物 分 子 中 抽 提 出 来 。 这 个 称 为 氧化 磷酸 化 (oxidative phosphoryl- 
ation) (图 2-82) 的 过 程 也 在 细菌 的 细胞 质 膜 发 生 。 作 为 细胞 最 显著 的 成 功 进化 之 一 ， 第 14 
章 将 主要 围绕 氧化 磷酸 化 这 个 主题 展开 。 

总 结 起 来 ， 细 胞 利用 1 分 子 葡萄 糖 完全 氧化 成 CO: 和 H:O， 来 生成 约 30 分 子 ATP。 相 
比 之 下 ， 如 果 只 经 过 糖 酵 解 途径 ， 每 分 子 葡萄 糖 仅仅 生成 2 分 子 ATP。 
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第 2 步 : 异 构 化 反应 过 程 中 先 失去 水 ， 然 后 又 加 上 水 ， 结 果 使 羟基 从 一 个 碳 原子 转移 到 相 邻 的 碳 原子 上 。 
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图 2-81 电子 转移 反应 产生 的 跨 膜 H+ 梯度 
高 能 电子 《如 来 源 于 某 个 代谢 物 的 氧化 ) 被 载体 A、B 和 C 依次 传递 到 一 
个 较 低 的 能 量 状 态 。 图 中 载体 B 位 于 膜 内 ， 当 电子 经 它 能 从 一 边 
吸收 H- ， 而 从 另 一 边 释 放 ， 结 果 产 生 H* 梯度 。 这 个 梯度 代表 一 种 储存 
的 能 量 ， 它 可 以 被 其 他 膜 蛋白 利用 ， 来 推动 ATP 的 生成 


图 2-82 食物 分 子 氧化 的 最 后 阶段 
NADH 和 FADH: (图 中 未 显示 FADH) 分 子 均 由 柠 榜 酸 循环 产生 。 这些 活 化 载体 提供 高 能 电 
巴 ， 它 们 最 终 用 于 将 O 还 原 成 H2O0。 这 些 电子 沿 着 线粒体 内 膜 或 者 细菌 的 细胞 质 膜 ) 电子 
传递 链 传递 释放 的 大 部 分 能 量 被 用 来 推动 ATP 的 合成 。 因 此， 这 个 过 程 称 为 氧化 磷酸 化 


有 机 体 使 用 特殊 的 仓库 储存 食物 分 子 
所 有 的 生物 如 果 要 维持 细胞 内 的 生物 有 序 性 ， 就 需要 维持 较 高 的 ATP/ADP 比例 。 但 是 
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动物 仅仅 间歇 性 地 采 食 ， 而 植物 需要 度 过 没有 阳光 的 夜晚 ， 不 能 通过 光合 作用 合成 糖 类 物质 。 
由 于 这 个 原因 ， 植 物 和 动物 都 将 糖 和 脂肪 转化 成 特殊 的 形式 储存 起 来 〈 图 2-83), 


Oy 
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图 2-83 动物 和 植物 细胞 内 糖 和 脂肪 的 储存 
CA) 淀粉 和 糖 原 的 结构 ， 淀 粉 和 糖 原 分 别 为 植物 和 动物 内 糖 的 储存 形式 。 两 者 都 是 葡萄 糖 的 储存 聚合 物 ， 仅 仅 在 分 支 
程度 上 不 同 〈 黄 色 区 域 在 下 面 放大 显示 )， 糖 原 比 淀粉 的 分 支 更 多 ，(B) 植物 细胞 单个 叶绿体 的 一 小 部 分 ， 显 示 了 这 里 
储存 了 生物 合成 反应 生成 的 脂肪 颗粒 和 脂肪 滴 。〈C) 脂肪 滴 〈 涂 成 红色 ) 在 处 于 发 育 中 的 动物 细胞 内 积聚 [B) 经 
K. Plaskitt 许可 ! (C) 经 Ronald M. Evans 和 Peter Totonoz 许可] 


为 了 抵抗 长 期 拨 饿 ， 动 物 以 脂肪 滴 的 形式 储存 脂肪 酸 ， 这 些 脂肪 滴 巾 不 溶 于 水 的 三 酰 甘 
油 组 成 ， 大 部 分 位 于 特 化 的 脂肪 细胞 内 。 而 对 于 短期 储存 的 糖 类 物质 ， 则 以 具有 巨大 分 支 的 
R WA (glycogen) 中 的 葡萄 糖 亚 单位 形式 储存 起 来 。 这 些 糖 原 以 小 颗粒 存在 于 包括 
肝 和 肌肉 细胞 的 许多 细胞 的 细胞 质 中 。 根 据 需 要 ， 糖 原 的 合成 和 降解 受到 迅速 的 调控 。 如 果 
所 需 的 ATP 比 从 血液 吸收 的 食物 分 子 产生 的 ATP 更 多 ， 那 么 细胞 就 降解 精 原 ， 在 此 反应 中 
生成 葡萄 糖 -1- 磷 酸 ， 然 后 进入 糖 酵 解 途径 。 

从 数量 上 讲 ， 脂 肪 Cfat) 是 比 糖 原 更 重要 得 多 的 能 量 储存 形成 ， 一 部 分 原因 是 由 于 氧化 
lg 脂肪 释放 的 能 量 大 约 是 氧化 1g 糖 原 的 2 倍 。 更 重要 的 是 ， 与 脂肪 不 同 ， 糖 原 结合 了 大 量 
的 水 分 子 ， 导 致 同样 数量 的 能 量 所 需 糖 原 与 脂肪 的 数量 相差 6 倍 。 一 个 普通 成 年 人 储存 的 糖 
原 仅 可 供 一 天 的 活动 消耗 ， 而 储存 的 脂肪 可 供 将 近 一 个 月 。 如 果 我 们 主 燃料 库 必须 储存 糖 原 
而 不 是 脂肪 ， 那 么 我 们 的 体重 就 将 不 得 不 增加 大 约 60lb (1lb==0. 453 592kg) 。 

我 们 的 脂肪 大 多 数 都 储存 在 脂肪 组 织 里 ， 如 果 需 要 ， 就 可 以 从 这 里 释放 脂肪 到 血液 中 供 
其 他 的 细胞 利用 。 如 果 长 时 间 不 吃 东西 就 会 产生 这 种 需要 ; 即便 平时 一 个 晚上 不 进食 也 会 导 
致 脂肪 动员 ， 所 以 早晨 大 多 数 进入 柠 榜 酸 循环 的 乙酰 CoA 大 多 数 来 自 于 食物 中 的 葡萄 糖 ， 并 


且 任何 过 量 的 葡萄 糖 都 用 于 补充 消耗 尽 的 糖 原 储存 或 者 是 合成 脂肪 〈 尽 管 动物 细胞 很 容易 将 
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糖 转变 成 脂肪 ， 它 们 却 不 能 将 脂肪 酸 转变 成 糖 ) 。 

植物 虽然 通过 光合 作用 生成 NAPH 和 ATP， 但 这 个 重要 的 过 程 只 发 生 在 特 化 的 细胞 
器 一 叶绿体 内 。 叶 绿 体 被 一 层 对 于 两 种 活化 载体 分 子 不 通 透 的 膜 与 植物 其 他 细胞 隔 开 。 而 
且 植 物 存在 许多 缺少 叶绿体 的 细胞 ， 如 根 中 的 细胞 ， 因 此 不 能 合成 自己 的 糖 类 和 ATP。 因 
此 ,对 于 大 多 数 ATP 的 生成 ， 植 物 都 有 赖 于 从 叶绿体 向 线粒体 中 糖 的 运输 ， 后 者 在 所 有 植物 
细胞 中 都 存在 。 大 部 分 植物 所 需 的 ATP 都 在 线粒体 中 合成 ， 并 且 被 输送 到 其 他 的 植物 细胞 
中 ， 其 途径 与 非 光 合生 物 中 用 来 氧化 降解 糖 类 物质 的 途径 相同 〈 图 2-84) 。 


co, 1o co; 
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图 2-84 大 多 数 植物 细胞 代谢 所 需 的 ATP 是 如 何 产生 的 
在 植物 中 ， 叶 绿 体 和 线粒体 协同 作用 为 细胞 提供 代谢 中 间 物 和 ATP 


在 白天 光合 作用 能 力 过 剩 的 期 间 ， 叶 绿 体 将 它们 生产 的 一 部 分 糖 转化 成 脂肪 和 淀粉 
《starch)， 淀 粉 是 一 类 葡萄 糖 的 多 聚 体 ， 类 似 于 动物 中 的 糖 原 。 植 物 中 的 脂肪 是 三 酰 甘油 ， 
就 像 动物 中 的 脂肪 一 样 ， 仅 仅 是 占 大 多 数 的 脂肪 酸 种 类 不 同 而 已 。 脂 肪 和 淀粉 都 储存 在 叶 绿 
体 中 ， 作 为 备用 库存 以 便 夜 晚 所 用 [图 2-83 (B)]. 

植物 种 子 里 的 胚胎 依靠 储存 的 能 量 来 存活 较 长 的 时 期 ， 直 到 它们 发 芽 并 长 出 叶子 ， 才 能 
利用 阳光 中 的 能 量 。 因 为 如 此 ， 植 物种 子 通常 含有 特别 多 的 脂肪 和 淀粉 ， 这 使 得 它们 成 为 动 
物 的 主要 食物 来 源 ， 包 括 人 类 自己 〈 图 2-85)。 


图 2-85 ”一些 作为 人 类 重要 食物 的 植物 种 子 
玉米 、 核 桃仁 和 豆荚 中 都 含有 丰富 的 淀粉 和 脂肪 ， 为 种 子 早期 的 植物 胚胎 提供 能 量 并 构造 分 子 以 进行 
生物 合成 (经 the John Innes Foundation 允许 ) 


a E a 


氨基 酸 和 核酸 参与 了 氮 循 环 


到 目前 为 止 ， 我 们 的 讨论 都 集中 在 碳水 化 合 物 的 代谢 上 。 还 没有 考虑 氨 或 硫 的 代谢 。 这 
两 种 元 素 是 蛋白 质 和 核酸 的 组 成 成 分 ， 而 蛋白 质 和 核酸 则 是 细胞 中 两 大 类 最 重要 的 大 分 子 集 
合 ， 占 细胞 干 重 的 大 约 2/3。 通 过 一 系列 可 逆 的 循环 ， 氮 原子 和 硫 原 子 从 一 个 复合 物 转移 另 
一 个 复合 物 ， 也 会 在 生物 体 和 它们 的 环境 之 间 进 行 转移 。 

虽然 分 子 氨 在 地 球 大 气 层 中 含量 丰富 ， 但 是 氮气 在 从 化 学 水 平 上 说 没有 反应 活性 。 仅 有 
一 些 活 生 物 能 够 将 分 子 氮 合 成 到 有 机 分 子 中 ， 这 个 过 程 称 为 固氮 作用 (nitrogen fixation), 
固氮 作用 在 某 些微 生物 中 存在 并 通过 一 些 地 理 物 理 过 程 进 行 ， 如 闪电 、 放 电 过 程 。 固 氮 作 用 
对 于 整个 生物 圈 是 至 关 重 要 的 。 因 为 如 果 没 有 它 ， 生 命 就 不 可 能 在 地 球 上 存活 。 然 而 ， 现 在 
生物 体 中 含 氨 复 合 物 仅 有 一 部 分 是 从 一 种 生物 转移 到 另 一 种 生物 。 因 此 可 以 认为 目前 的 固氮 
反应 对 于 总 的 氮 供 应 起 着 积极 的 作用 。 


痛 检 动物 实际 上 从 每 天 所 吃 的 蛋白 质 和 核 苷 酸 中 获 
取 所 有 的 氨 。 在 体内 ， 这 些 大 分 子 分 解 成 氨基 酸 和 核酸 
组 分 ， 它 们 所 含 的 所 用 来 合成 新 的 蛋白 质 和 核酸 或 者 用 
于 合成 其 他 分 子 。 蛋 白质 中 发 现 的 20 种 氨基 酸 中 大 约 
有 一 半 对 于 浓 椎 动物 来 说 都 是 必需 和 氨基酸， 也 就 是 说 它 
们 不 能 由 膳食 中 的 其 他 成 分 合成 (图 2-86)。 而 其 他 的 
氨基 酸 可 以 这 样 合成 ， 通 过 利用 各 种 原材料 ， 包 括 柠 机 
酸 循环 的 中 间 产 物 ， 按 下 面 描述 的 那样 进行 。 必 需 氨基 
酸 由 无 疹 椎 生物 合成 ， 通 常 是 经 由 元 长 的 能 量 消费 很 大 
的 途径 进行 ， 这 些 途径 在 背 椎 动物 进化 过 程 中 已 不 
存在 。 

RNA 和 DNA 合成 所 需 的 核 背 酸 可 以 通过 特殊 的 生 
物 合成 途径 进行 合成 ; 不 存在 必须 由 膳食 提供 的 “必需 

国 2-85 9 种 必须 级 基 栅 核 背 酸 "。 味 叭 和 喀 啶 中 所 有 的 氨 〈 以 及 一 些 碳 ) 都 来 源 
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而 核糖 和 脱氧 核糖 则 来 源 于 菠 萄 糖 。 

生物 合成 中 未 利用 的 氨基 酸 可 以 被 氧化 产生 代谢 能 ， 它 们 中 的 大 部 分 碳 和 和 氢 原 子 最 终 形 
RCOM HO， 而 氨 原 子 经 过 各 种 形式 的 转变 ， 最 终 出 现在 尿 液 中 被 排出 体外 。 每 种 氨基 酸 
都 由 不 同 的 途径 进行 代谢 ， 这 些 过 程 需要 一 系列 酶 催 反应 的 存在 。 


许多 生物 合成 途径 起 始 于 糖 酵 解 作用 或 柠 模 酸 循环 


代谢 为 细胞 提供 能 量 以 及 合成 许多 其 他 分 子 所 需 的 构建 分 子 〈 图 2-36)。 到 现在 为 止 ， 我 
们 关于 糖 酵 解 作用 和 柠 样 酸 循环 的 讨论 都 强调 能 量 的 生成 ， 而 未 强调 它们 为 生物 合成 提供 起 
始 物质 。 但 是 ， 这 些 反应 途径 中 形成 许多 中 间 产 物 也 被 其 他 的 酶 催化 生成 氨基 酸 、 核 苷 酸 、 
脂 质 和 其 他 细胞 所 需 的 较 小 的 有 机 分 子 。 图 2-87 列举 了 从 中 心 代谢 反应 到 生物 合成 的 一 些 分 
支 途径 ， 从 中 可 看 出 这 个 过 程 极 为 复杂 。 

细胞 中 如 此 多 分 支 途 径 的 存在 要 求 中 间 产 物 在 每 个 分 支 处 的 去 向 受到 调节 ， 这 些 我 们 将 
接着 讨论 。 
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图 2-87 PERRET A E EN EMA FA I NT 
MEM, BEAR IKR, PRAIRIE GAIL A) 反 过 来 作为 细胞 中 许多 大 分 子 合成 的 前 体 ， 图 
中 每 个 黑色 箭头 表示 一 个 单 酶 催化 的 反应 ;红色 箭头 通常 代表 合成 所 指 产物 所 必需 的 由 许多 步 又 组 成 的 途径 


代谢 受到 组 织 和 调节 


将 糖 醉 解 途径 和 柠檬 酸 循环 与 其 他 代谢 途径 的 关系 概括 于 图 2-88， 我 们 可 以 感受 到 细胞 
作为 一 个 化 学 机 器 有 多 么 复杂 。 这 类 图 表 在 本 章 前 面 用 于 介绍 新 陈 代谢 ， 仅 仅 代表 细胞 中 进 
行 的 一 部 分 酶 促 反 应 ， 很 明显 我 们 对 细胞 代谢 的 讨论 仅仅 涉及 细胞 化 学 的 一 小 部 分 。 

所 有 这 些 反应 都 发 生 在 一 个 直径 不 到 0. lmm 的 细胞 中 ， 并 且 每 个 反应 都 需要 不 同 的 酶 
从 图 2-88 可 以 清楚 地 看 到 ， 同 一 分 子 经 常 可 以 经 由 许多 不 同 的 反应 途径 。 例 如 ， 丙 酮 酸 作为 
6 种 或 者 更 多 酶 的 底 物 ， 受 到 它们 不 同方 式 的 修饰 作用 ; 第 一 种 酶 催化 丙酮 酸 转 化 为 乙酰 
CoA， 第 二 种 酶 催化 它 转变 为 草 酰 乙酸 ， 第 三 种 酶 将 丙酮 酸 分 子 转变 为 丙 氨 酸 ， 第 四 种 酶 将 
丙酮 酸 转变 为 乳酸 等 。 所 有 的 这 些 不 同 途径 竞争 相同 的 丙酮 酸 分 子 ， 类 似 的 成 千 上 万 其 他 小 
分 子 的 竞争 同时 也 在 进行 着 。 一 张 能 将 代谢 途径 之 间 更 直接 联系 起 来 的 三 维 代谢 图 可 能 会 让 
我 们 对 这 个 复杂 过 程 有 更 深 的 认识 图 2-89)。 

在 多 细胞 生物 中 情况 就 更 复杂 了 。 不 同类 型 细胞 通常 需要 某 种 程度 上 不 同 组 的 酶 。 不 同 
的 组 织 对 于 整个 生物 体 的 物质 组 成 和 化 学 性 质 也 发 挥 着 明显 不 同 的 作用 。 除 了 特殊 的 产物 如 
激素 或 者 抗体 存在 差别 之 外 ， 在 同一 生物 的 不 同 细胞 中 “共同 的 ”代谢 途径 之 间 也 存在 显著 
差异 。 
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个 中 心 途径 ， 释 放 小 分 子 进行 代 谢 ， 产 生 能 基 ， 或 者 离开 中 心 途径 因而 为 生物 合成 提供 碳 复合 物 


尽管 实际 上 所 有 细胞 都 含有 糖 酵 解 作 用 、 检 柑 酸 循环 、 脂 类 合成 与 降解 、 氨 基 酸 代谢 所 
需 的 酶 ， 但 不 同 组 织 中 对 这 些 过 程 需求 水 平 却 不 相同 。 例 如 ， 神 经 细胞 作为 体内 可 能 最 疲劳 
的 细胞 ， 它 没有 糖 原 或 脂肪 酸 储备 ， 几 乎 完全 依赖 血 流 迅速 提供 葡萄 糖 。 相 比 之 下 ， 肝 脏 细 
胞 提供 葡萄 糖 给 活跃 收缩 的 肌肉 细胞 ， 再 将 肌肉 细胞 产生 的 乳酸 转变 为 葡萄 糖 ( 图 2-90) 。 所 
有 类 型 的 细胞 都 有 它们 自身 显著 的 代谢 特征 ， 在 正常 状态 以 及 受 压 力 刺 激 ， 如 饥饿 时 ， 它 们 
都 广泛 地 协同 作用 。 也 许 我 们 会 想到 : 整个 系统 必须 得 到 如 此 精确 的 平衡 ， 否 则 的 话 任何 一 


点 微 / 


\ 的 错乱 ， 如 饮食 摄取 的 暂时 改变 ， 都 将 成 为 灾难 。 


事实 上 ， 细 胞 代谢 的 平衡 令 人 难以 贺信 地 稳定 。 无 论 什 么 时 候 这 种 平衡 受到 扰乱 ， 细 胞 都 


做 出 反应 以 重新 恢复 到 最 初 的 状态 。 在 疾病 或 饥 铁 状态 时 ， 细 胞 可 以 调节 自身 以 适应 并 继续 发 
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图 2-89 酵母 细胞 中 所 有 已 知 涉及 小 分 子 的 代谢 反应 
与 图 2-88 一 样 ， 用 红色 表明 楼 酵 解 反 应 和 柠檬 酸 循环 。 这 上 张 代谢 图 的 极 不 寻常 之 处 在 于 使 用 了 三 维 
结构 ， 所 以 能 够 强调 许多 反应 途径 之 问 的 相互 影响 。 该 图 需要 在 电脑 屏幕 上 观看 ， 在 屏幕 上 它 可 以 
旋转 ， 并 可 以 从 任何 角度 进行 观察 〈 摘 自 H. Jeon A-L. Barabdsi and N. Oltava, Nature 
411; 41~42, 2001. © Macmillan 
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图 2-90 肝脏 和 肌肉 细胞 之 间 代谢 协同 作用 的 概览 
活跃 收缩 的 肌肉 细胞 的 主要 燃料 是 葡萄 糖 ， 它 们 大 多 数 由 肝脏 提供 。 乳酸 是 肌肉 中 糖 醉 解 作用 
使 葡 竹 糖 无 氧 分 解 的 终 产 物 ， 乳 酸 在 肝脏 中 通过 糖 原 发 生 作用 转变 成 葡萄 糖 


挥 作用 。 许 多 种 突变 能 破坏 甚至 完全 消除 某 种 反应 途径 ， 然 而 ， 假 如 某 种 最 低 的 要 求 得 到 满足 ， 
细胞 就 存活 了 。 细 胞 能 存活 是 因为 一 个 精细 的 控制 机 制 网 络 调节 并 且 协同 了 细胞 内 所 有 反应 的 
速率 。 这 些 控制 最 终 有 赖 于 蛋白 质 根据 周围 环境 的 变化 改变 自身 形状 和 化 学 特性 的 显著 能 力 。 
有 关 大 分 子 ， 例 如 ， 蛋 白质 如 何 合成 的 原理 以 及 它们 受 调控 的 化 学 机 制 ， 我 们 将 在 下 一 章 讨论 。 


小 结 


葡 欧 糖 和 其 他 食物 分 子 通过 有 控制 的 一 步 一 步 的 氧化 作用 进行 降解 ， 以 ATP 和 NADH 

的 形式 提供 化 学 能 。 糖 酵 解 作 用 〈 在 细胞 质 发 生 )、 柠 榜 酸 循环 〈 在 线粒体 基质 发 生 ) 和 氧化 

磷酸 化 (在 线粒体 内 膜 发 生 ) 是 按 顺 序 发 生 的 三 个 主要 的 反应 阶段 。 糖 醇 解 作用 和 柠檬 酸 循 
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环 中 的 中 间 产 物 既 用 作 代 谢 能 量 的 来 源 ， 也 用 来 生成 许多 小 分 子 ， 作 为 生物 合成 的 原料 。 动 
物 细胞 以 糖 原 的 形式 储存 糖分 子 ， 植 物 细胞 则 以 淀粉 的 形式 储存 糖分 子 。 无 论 动物 和 植物 都 
广泛 以 脂肪 作为 食物 储备 。 反 过 来 这 些 储备 物质 ， 与 占 我 们 吃 进去 的 细胞 干 物 质 大 多 数 的 蛋 


白质 一 起 ， 作 为 人 类 主要 的 食物 来 源 。 
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蛋白 质 结构 


图 中 显示 了 一 个 小 的 蛋白 结构 域 ，SH: 结构 域 的 空间 填充 图 ， 
更 多 信息 请 见 专题 3-2. (经 David Lawson 许可 ) 
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蛋白 质 的 形状 和 结构 
蛋白 质 的 功能 


当 我 们 通过 显微镜 来 观察 一 个 细胞 或 者 分 析 其 物理 化 学 活性 时 ， 从 本 质 上 来 说 ， 其 实 我 
们 是 在 观察 蛋白 质 。 蛋 白质 构成 了 一 个 细胞 干 重 的 绝 大 部 分 。 它 们 不 仅 构成 了 细胞 骨架 ， 而 
且 执 行 了 细胞 几乎 所 有 的 功能 。 细 胞 中 的 酶 提供 了 复杂 的 分 子 表面 来 帮助 其 进行 很 多 化 学 反 
应 。 嵌 入 质 膜 的 蛋白 质 会 形成 通道 ， 控 制 小 分 子 进出 细胞 。 一 些 蛋白 质 携带 信息 从 一 个 细胞 
传递 到 另 一 个 细胞 ， 或 者 作为 信号 调节 者 将 细胞 质 膜 内 的 系列 信号 传递 到 细胞 核 。 其 余 一 些 
蛋白 质 作为 小 的 运动 分 子 机 器 ， 如 动力 蛋白 〈kinesin) ， 驱 动 细胞 器 通过 细胞 质 ， 拓 扑 异 构 酶 
(topoisomerase) 可 以 解 开 缠绕 在 一 起 的 DNA 分 子 。 其 余 一 些 特殊 的 蛋白 质 可 以 作为 抗体 、 
毒素 、 激 素 、 防 冻 剂 分 子 、 弹 性 纤维 、 绳 索 以 及 发 光 原料 。 在 我 们 希望 理解 基因 是 怎么 工作 、 
肌肉 如 何 收缩 、 神 经 如 何 导 电 、 胚 胎 如 何 发 育 ， 或 者 我 们 的 身体 是 怎么 发 挥 功能 之 前 ， 我 们 
必须 对 蛋白 质 有 一 个 深入 的 认识 。 


蛋白 质 的 形状 和 结构 


从 化 学 的 角度 来 看 ， 蛋 白质 是 迄今 
为 止 发 现 的 结构 最 复杂 和 功能 最 微妙 的 
分 子 。 但 当 我 们 意识 到 每 种 蛋白 质 的 结 
构 和 化 学 性 质 在 上 亿 年 的 进化 史 中 不 断 
发 展 和 调整 时 ， 我 们 会 觉得 这 可 能 并 不 
ame EEC « 稀奇 。 在 这 一 章 开始 会 考虑 形成 蛋白 质 
its 的 一 长 串 氨 基 酸 链 上 的 每 一 个 氨基 酸 的 
定位 是 如 何 决定 蛋白 质 的 三 维 形状 。 接 
着 我 们 会 利用 从 原子 水 平 上 理解 蛋白 质 
的 结构 来 解释 蛋白 质 分 子 的 精确 结构 如 
何 决定 其 在 细胞 中 的 功能 


蛋白 质 的 形状 特异 性 决定 于 其 

氨基 酸 序列 

RMR 回顾 第 2 章 ， 组 成 蛋白 质 的 主要 是 
Be 20 种 氨基 酸 ， 每 一 种 氨基 酸 具 有 不 同 的 


一 个 氨基 酸 的 羧基 碳 原 子 与 第 二 个 氨基 酸 的 氨基 所 原子 E ”化 学 人 性质。 一 个 蛋白 质 分 子 由 这 些 氨基 
色 ) 共享 电子 时 形成 肢 键 。 如 图 所 示 ， 在 这 个 缩合 反应 中 会 失 。 酸 形成 长 链 构 成 ， 每 一 个 氨基 酸 通 过 共 


a 价 肽 键 与 其 相 邻 的 分 子 连 接 (图 3-1), 


甘氨酸 
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因此 蛋白 质 也 被 叫做 多 肽 。 每 一 种 蛋白 质 有 一 个 独特 的 氨基 酸 序列 ， 同 种 蛋白 质 中 的 每 个 分 
子 是 完全 相同 的 。 在 已 知 的 成 千 上 万 种 蛋白 质 中 ， 每 一 种 都 有 独特 的 氨基 酸 序列 。 

核心 多 肽 链 上 的 重复 原子 序列 称 作 多 肽 链 骨 架 。 与 多 肽 链 骨 架 相 连 的 氨基 酸 的 另 一 部 分 
没有 参与 形成 肽 键 ， 它 们 赋予 了 每 种 氨基 酸 独特 的 性 质 : 20 种 不 同 的 氨基 酸 侧 链 (图 3-2) 。 
有 一 些 侧 链 是 非 极 性 和 玲 水 的 ， 有 一 些 带 有 正 电 或 负电 ， 有 一 些 具 有 反应 性 等 。 它 们 的 原子 
结构 在 专题 3-1 中 显示 ， 在 图 3-3 中 有 一 个 缩写 的 简单 列表 。 
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HM (Met) NZ FAR (Leu) Q 
HH o H CH HoH o N CH 中 
4 / 
nw Qe HAN—C—C + -cc + HAN-C-—C 
`E ©| | T \o@ OS 
H Ch, H H d H CH O H H o 
it, 
CH e 
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N- 末 端 
氮 基 端 


C- 末 端 
IRIE a 


概略 图 


非 极 性 便 链 anme 


序列 


图 32 一 个 蛋白 质 的 结构 组 成 
一 个 蛋白 质 由 一 条 多 肽 链 骨 架 和 结合 在 其 上 的 侧 链 组 成 。 每 一 种 蛋白 质 在 氨基 酸 序列 和 数量 上 不 相同 因此， 化 学 性 质 
不 同 的 侧 链 的 序列 决定 了 蛋白 质 的 特异 性 。 多 肽 链 的 两 个 未 端 是 不 相同 的 ， 有 自由 氨基 NH) 的 末端 是 氨基 端 或 N 
端 ， 有 自由 羧基 的 未 端 是 姜 基 端 或 C 端 。 蛋 白质 的 氨基 酸 序列 通常 是 N 到 C 的 方向 ， 从 左 往 右 读 


正如 在 第 2 章 所 讨论 的 那样 ， 原 子 的 行为 就 像 它 们 是 一 个 有 着 确定 半径 〈 范 德 华 半径 ) 
的 坚硬 球体 。 任 何 两 个 原子 不 相互 重 全 的 要 求 极 大 的 限制 了 一 条 多 及 链 可 能 的 键 角 (图 3-4) 。 
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这 个 限制 以 及 其 他 一 些 空间 的 相互 作用 严重 地 限制 了 原子 的 三 维 空间 排列 【构象 (conforma- 
tion] 的 多 样 性 。 不 过 ， 一 条 长 的 松散 的 链 ， 如 蛋白 质 ， 仍 然 可 以 有 多 种 折 乔 方式 。 


AEM we 氨基 酸 侧 链 
天 冬 氨 酸 Asp D f nae i 
谷 氨 酸 Gu E 负电 甘氨酸 
bia 
ER 
PRAMO 
天 冬 酰胺 Asn NO 不 带电 极 性 mae 
EELT Gn Q 不 带电 极 性 RABI 
丝氨酸 Ser s 不 带电 极 性 TARR { 
FAM The T 不 带电 极 性 CaM Drami 
MAR Tyr YAS BE FRAR Ose 
极 性 氨基 酸 E > 非 极 性 氨基 酸 I 


33 组 成 蛋白 质 的 20 种 常见 氨基 酸 
三 字母 和 单字 母 简写 都 列 出 。 如 图 所 示 极 性 和 非 极 性 侧 链 的 数目 相同 。 原 子 结 构图 见 专 题 3-1 


(B) +180° 


80° 0 +180° 
phi 


图 34 多 肽 链 中 空间 排列 对 键 角 的 限制 
CA) 每 个 氨基 酸 对 多 肽 链 骨架 页 献 三 个 键 〈 红 色 )。 赎 键 是 平面 的 《 瞳 灰 色 ) 而 且 不 允许 旋转 。 相 反 地 ，C, 一 C 是 可 以 
旋转 的 ， 旋 转角 度 叫做 psi Cy). N—C, 的 旋转 角度 叫做 phi(%)。 按 习惯 ，R 通常 代表 氨基 酸 的 侧 链 基 团 〈 绿 环 )。 
(B) 蛋白 质 中 主 链 上 原子 的 构象 取决 于 每 个 氨基 酸 的 # 角 和 由 角 ;， 因为 每 个 氨基 酸 内 原子 的 空间 冲突 ， 许 多 和 由 角 
不 能 形成 。 在 这 个 称 为 R 的 图 中 ， 每 个 点 代表 了 一 个 蛋白 质 中 所 观察 到 的 一 对 角 


蛋白 质 链 的 折合 也 受到 存在 于 链 内 的 多 种 弱 的 非 共 价 键 的 限制 。 它 涉及 多 肽 链 骨 架 和 侧 
链 上 的 原子 。 这 些 弱 的 键 包括 三 种 : 氢 键 、 离 子 键 和 范 德 华 力 〈 这 些 在 第 2 章 中 有 解释 ) 。 每 
个 非 共 价 键 比 典 型 的 构成 生物 分 子 的 共 价 键 弱 30 一 300 倍 。 但 是 大 量 弱 的 作用 力 的 平行 作用 
可 以 使 一 条 多 肽 链 的 两 个 区 域 紧密 地 结合 在 一 起 。 因 此 每 种 折 笃 方式 的 稳定 性 取决 于 大 量 这 
种 非 共 价 键 的 群体 效应 〈 图 3-5). 
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专题 3-1 蛋白 质 中 的 20 种 氨基 酸 


和 氨基酸 光学 异 构 体 
氨基 酸 的 通 式 如 下 a 碳 原子 是 非 对 称 的 ， 因 此 有 两 个 镜像 异 构 体 ，L 和 D. 
ns ou — 


WHE HN COOH M 


侧 链 基 团 
R 通常 是 20 种 不 同 侧 链 中 的 一 种 ，pH 为 7 
时 氨基 和 送 基 离子 化 
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ia $ R 蛋白 专 有 上 1- 氨基酸 


氨基 酸 家 族 基本 例 链 
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20 种 氨基 酸 给 出 了 3| a ll 
个 字母 或 1 个 字母 的 | | | 
mg. m 丙 氮 酸 = | "和 i 
Ala=A ch, 名 
cH, CH, 
| | 
seat I 这 些 所 信子 对 于 H 的 
NH; 正 电 荷 由 于 c 亲 合 性 相对 较 低 ， 在 
共 所 而 稳定 + HN nu, DAT EERE EMU 
及 键 
氨基 酸 通常 通过 被 叫做 肽 键 的 氨基 联接 相连 肘 键 ， 灰色 标 出 的 四 个 原子 位 于 同一 个 硬性 平面 上 。 围 绕 
C 一 N 键 没有 旋转 。 
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虽然 在 pH 中 性 时 酰胺 N 不 带电 但 它 是 极 性 的 


丝氨酸 
(Ser 或 S) 


(Thr 或 T) 


RAR 
(Tyr 8 Y) 


OH 


一 OH 天 是 极 性 的 od 


非 极 性 侧 链 


KAM 
(Alam A) 
H o 


AAM 


甲 硫 氨 酸 


aam 
(Val ag V) 
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蛋白 质 中 两 个 半 胱 氨 酸 侧 链 可 形成 双 硫 刍 
一 一 一 
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iy, 原子 间 的 范 德 华 力 (黑色 ) 


图 3-5 三 种 非 共 价 键 帮助 蛋白 质 折叠 
虽然 一 个 这 样 的 键 是 非常 弱 的 ， 但 是 许多 这 种 键 一 起 可 以 形成 一 个 强 的 键 的 排列 ， 如 图 所 示 。R 代表 一 个 氨基 酸 的 侧 链 


第 4 种 弱 的 作用 力 对 蛋白 质 的 结构 形成 也 有 非常 重要 的 影响 。 如 第 2 章 所 述 ， 包 括 氨基 
酸 的 非 极 性 侧 链 在 内 的 疏水 性 分 子 ， 在 水 环境 中 为 了 减 小 其 对 水 分 子 形成 的 氢 键 网 络 的 破坏 
性 作用 ， 有 聚集 在 一 起 的 趋势 (专题 2-2)。 因 此 ， 决 定 蛋白 质 折合 的 一 个 很 重要 的 影响 因素 
是 极 性 和 非 极 性 氨基 酸 的 分 布 。 蛋 白质 中 的 非 极 性 〈 朴 水 的 ) 侧 链 ， 属 于 这 一 类 的 氨基 酸 ， 
MERAM, AM, MAREA, TARD FRIE CE MBK hiik P R 
形成 一 个 大 的 液 滴 ) 。 这 可 以 使 它们 免 受 细胞 内 水 分 子 的 影响 。 相 反 地 ， 极 性 侧 链 ， 属 于 这 一 
类 的 氨基 酸 ， 如 精 氨 酸 、 谷 氨 酸 和 组 氨 酸 ， 易 于 分 布 在 分 子 外 部 ， 因 为 它们 可 以 与 水 分 子 和 
其 他 极 性 分 子 形成 氢 键 〈 图 3-6) 。 当 极 性 氨基 酸 埋 在 蛋白 质 内 部 时 ， 它 们 通常 与 其 他 极 性 氨 
基 酸 或 者 多 肽 链 骨 架 形成 氢 键 〈 图 3-7), 


极 性 侧 链 非 极 性 便 链 


( j AROK 位 于 分 子 外 部 的 
yee 极 性 便 链 与 水 分 
met FERAE 

未 折 和 的 多 耽 i 


图 36 蛋白 质 如 何 折叠 成 一 个 紧密 的 构象 
极 性 氨基 酸 侧 链 堆积 在 蛋白 质 外 部 ， 它 们 可 以 与 水 分 子 相互 作用 ， 非 极 性 氨基 酸 侧 链 埋 在 蛋白 质 内 部 ， 形 成 
一 个 紧密 的 疏水 核心 ， 可 以 远离 水 分 子 。 在 这 个 示意 图 中 的 蛋白 质 只 包含 30 个 氨基 酸 
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B37 蛋白 质 分 子 中 的 氧 键 


折 环 多 肽 链 的 相 邻 区 域 可 以 形成 大 量 的 氢 键 来 帮助 稳定 其 三 维 结构 。 图 中 所 示 的 虱 白 质 
是 溶菌 酶 的 一 部 分 ， 可 能 形成 氧 键 的 三 种 情况 被 不 同 的 颜色 标记 


蛋白 质 折 司 为 能 量 最 低 的 构象 


因为 这 些 作用 力 的 共同 作用 ， 每 一 种 蛋白 质 有 一 个 由 其 氨基 酸 序列 决定 的 特定 的 三 维 结 
构 。 一 条 多 肽 链 最 终 折合 形成 的 结构 或 构象 【conformation) ， 通 常 其 自由 能 最 小 。 运 用 高 度 
纯化 的 蛋白 质 可 以 在 试管 中 研究 蛋白 质 的 折 和 全。 特殊 的 溶剂 处 理 蛋 白质 ， 可 以 使 其 去 折合 ， 
或 者 变性 (denatured)， 它 破坏 了 使 多 上 肽 链 折 释 的 非 共 价 相 互 作用 。 这 个 处 理 使 蛋白 质 成 为 
一 个 松散 的 多 肽 链 而 失去 了 其 天 然 的 结构 。 当 去 掉 变性 剂 ， 蛋 白质 可 以 自发 地 再 折 释 ,或 者 
复 性 《renature) 为 原来 的 构象 (图 3-8)。 这 表明 决定 蛋白 质 特定 三 维 结构 的 全 部 信息 存在 
于 其 氨基 酸 序列 中 。 


(A) (B) 
高 浓度 尿素 去 尿素 ? 
IN 
- HN NH, 
从 细胞 中 分 aE 转化 为 原始 构象 
离 的 纯化 绰 白 


图 38 变性 蛋白 质 的 重 折 和 又 
《A) 这 个 实验 揭示 了 蛋白 质 的 结构 是 由 其 氨基 酸 序列 决定 。(B) BORN. ROEDER. EN 
浓度 下 可 以 使 蛋白 质变 性 ， 每 6 个 水 分 子 结 合 一 个 尿素 分 子 
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每 个 重 白质 通常 折 蚕 为 一 个 稳定 的 构象 。 但 是 ， 在 细胞 中 ， 当 蛋白 质 与 其 他 分 子 相互 作 
用 时 ， 其 构象 通常 会 发 生 轻微 的 改变 。 随 后 可 以 看 到 ， 这 些 结构 上 的 变化 对 于 蛋白 质 的 功能 
是 非常 重要 的 。 

虽然 蛋白 质 可 以 无 须 帮助 而 折叠 成 为 正确 的 构象 ， 但 是 在 生活 细胞 中 ， 蛋 白质 折 登 通常 
需要 一 类 特殊 称 做 分 子 伴 个 (molecular chaperon) 的 蛋白 质 的 帮助 。 这 些 蛋 白质 可 以 a 蛋白 
发 生 相互 作用 而 导致 蛋白 质 聚 集 沉 淀 。 但 是 ， 蛋 白质 最 终 的 三 维 结构 仍然 是 由 其 氨基 酸 序列 
决定 的 ， 分 子 伴侣 只 不 过 是 帮助 了 折 释 过程 更 加 稳定 。 

蛋白 质 有 多 种 多 样 的 结构 ， 它 们 的 长 度 通常 在 50~ 200 个 氨基 酸 之 间 。 大 的 蛋白 质 通 党 
包含 几 个 独立 的 蛋白 质 结构 域 (protein domain) 一 一 结构 单位 ， 其 折 生 或 多 或 少 是 相互 独立 
的 。 蛋 白质 的 详细 的 结构 描述 是 非常 复杂 的 ， 为 简便 起 见 ， 蛋 白质 的 结构 可 以 采用 不 同 的 方 
式 来 描述 ， 每 一 种 强调 的 结构 特点 不 同 。 

专题 3-2 显示 了 4 种 不 同 的 描述 SH2 结构 域 〈 真 核 细胞 中 有 重要 功能 ) 的 方式 。 它 由 
100 个 氨基 酸 组 成 ， 结 构 显 示 CA) 多 肽 骨架 模型 、(B) 丝带 模型 (O 线 状 模型 。 它 包含 
了 氨基 酸 侧 链 信息 和 “《〈D) 空间 填充 模型 。 三 个 水 平 箭头 中 的 任 一 个 指示 蛋白 质 位 于 不 同 的 
方向 。 图 像 的 颜色 显示 了 多 肽 链 从 N 端 到 C 端 。 

专题 3-2 显示 了 蛋白 质 的 构象 是 非常 复杂 的 ， 对 于 一 个 和 SH2 结构 域 一 样 小 的 结构 也 是 
如 此 。 描 述 蛋 白质 结构 也 可 以 简单 化 ， 因 为 蛋白 质 都 是 由 一 些 共同 的 结构 基 序 组 成 ， 我 们 接 
下 来 将 会 讨论 。 
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当 比较 许多 不 同 蛋 白质 的 三 维 结构 时 ， 可 以 清楚 地 看 到 ， 虽 然 每 种 蛋白 质 的 总 体 构象 是 
不 同 的 ， 有 两 种 规则 的 折 笃 模式 通常 存在 。 这 两 种 模式 是 50 年 前 在 研究 头发 和 丝 的 时 候 发 现 
的 。 第 一 种 折 短 模 式 叫 做 @ 螺 旋 ， 它 是 在 a 角 蛋 白 〈c-keratin) 中 发 现 的 ， 它 在 皮肤 和 其 和 
生物 ， 如 头发 、 指 甲 和 角 中 大 量 存在 。 在 发 现 螺旋 的 同一 年 ， 在 蚕丝 蛋白 〈 丝 绸 的 主要 成 
分 ) 中 发 现 了 第 二 种 折 全 结构 ，B 折叠 。 这 两 种 折 鸽 模式 是 很 常见 的 ， 因 为 它们 是 由 多 肽 链 
骨架 上 的 N—H 和 C 一 O 形 成 的 氧 键 构成 ， 并 不 涉及 氨基 酸 的 侧 链 。 在 每 种 情况 下 ， 多 肽 链 
形成 一 个 规则 的 重复 的 构象 。 在 蛋白 质 丝带 模型 中 通常 会 指出 这 两 种 构象 和 其 缩写 ， 如 图 3-9 
所 示 。 

很 多 蛋白 质 的 核心 包含 大 量 的 B 折 释 。 在 图 3-10 中 ， 相 邻 的 走向 相同 的 多 肽 链 (平行 
链 ) 可 以 形成 ,或 者 一 条 多 肘 链 来 回 折 释 ， 使 每 个 部 分 与 其 相 邻 部 分 走向 相反 ( 反 平行 链 )， 
也 可 以 形成 8 折合。 两 种 类 型 的 8 折 全 都 会 产生 一 个 非常 刚性 的 结构 ,它们 由 连接 相 邻 链 的 
氢 键 稳定 结构 [图 3-9 (D)]。 

一 条 多 肽 链 自我 扭曲 成 一 个 刚性 圆柱 形 时 会 产生 a 螺旋 。 每 4 个 肽 键 形成 一 个 由 一 个 肽 
HER C= O 和 另 一 个 肽 键 的 N 一 形成 的 氢 键 。 一 个 规则 的 a 螺旋 每 一 图 包含 3. 6 个 氨基 酸 
残 基 。 注 意 在 专题 3-2 中 所 示 的 蛋白 质 结构 域 包括 2 个 a 螺旋 和 几 个 B 折 从。 

定位 于 细胞 膜 上 的 蛋白 质 ， 如 转运 蛋白 和 受 体 蛋白 通常 富 含 大 量 短 的 a 螺旋。 在 第 10 章 

会 讨论 ， 跨 膜 蛋白 都 是 以 由 非 极 性 氨基 酸 组 成 的 螺旋 来 穿越 细胞 膜 脂 双 层 结构 。 亲 水 的 
多 肽 链 骨 架 在 “螺旋 中 都 是 以 氢 键 自我 相连 ， 而 且 利用 突出 的 非 极 性 侧 链 来 远离 细胞 膜 的 脂 
质朴 水 环境 〈 图 3-77) 。 
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39 多 肘 链 骨架 上 观察 到 的 a 螺旋 和 B 折 又 的 规则 构象 
(A), (B) 和 (O 螺旋。 每 个 肽 键 上 的 N 一 H 和 同一 条 肽 链 上 它 后 面 第 4 个 残 基 上 的 C 一 0 之 间 形 成 气 键 。(D)、 
CE) 和 CF) B 折 全 .在 这 个 例子 中 ， 相 邻 的 肪 链 以 相反 的 方式 排列 ( 反 平行 )。 8B 折 全 中 的 每 个 肽 链 ( 片 由 两 条 链 
之 间 形 成 的 氧 键 连接 ， 每 条 链 上 的 氨基 酸 侧 链 位 于 折 闪 平面 的 上 面 或 下 面 。(A) 和 CD) 是 多 网 链 骨架 的 所 有 原子 ， 
但 是 侧 链 被 省 去 ， 以 R 表示 - (D 和 CE) 只 显示 了 骨架 原子 ，(C) 和 〈F) 以 一 种 简单 的 标记 丝带 模型 来 表示 “ W 
em BT 
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专题 3-2 显示 了 4 种 不 同 的 描述 SH2 结构 域 ( 真 核 细胞 中 有 重要 功 
能 ) 的 方式 


om 


\ 


Ipaa (B) 带 状 模型 
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(C) 棒状 模型 


(D) 空间 填充 模型 


在 一 些 蛋 白质 中 ，a 螺旋 相互 缠绕 形成 一 个 特别 稳定 的 结构 coiled-coil。 当 两 个 a 螺旋 
(有 时 候 3 个 ) 的 大 部 分 非 极 性 氨基 酸 〈 朴 水 的 ) 在 同一 边 时 易 使 这 些 侧 链 相 互 向 内 扭曲 形成 
这 种 结构 (图 3-11)。 长 的 棒状 coiled-coil 结构 为 那些 长 的 蛋白 质 提供 了 结构 框架 。a 角 蛋 白 
就 是 一 个 例子 ， 它 形成 细胞 内 纤维 来 加 固 皮肤 的 外 层 及 其 附属 成 分 ， 而 肌 球 蛋白 主要 负责 肌 
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肉 的 收缩 。 
结构 域 是 蛋白 结构 的 一 个 基本 单位 


即使 一 个 小 蛋白 质 ， 也 是 由 成 千 上 万 个 原子 依 
靠 一 定 方向 的 共 价 和 非 共 价 键 精确 连接 起 来 的 。 如 
果 缺 少 三 维 图 像 我 们 很 难 描述 这 样 一 个 复杂 的 结 
构 。 因 此 ， 我 们 使 用 了 许多 图 像 的 和 基于 计算 机 的 
辅助 工具 。 

生物 学 家 把 蛋白 质 的 结构 组 织 分 为 4 个 层次 。 k 
蛋白 质 的 一 级 结构 是 指 其 氨基 酸 序 列 。 蛋 白质 的 二 
级 结构 是 指 伸展 的 多 肽 链 形成 的 a KEA BMA. 
蛋白 质 的 三 级 结构 指 一 条 多 肽 链 的 三 维 结构 。 如 果 
一 个 蛋白 质 分 子 是 由 多 条 多 肽 链 形成 的 复合 物 ， 那 
么 这 个 蛋白 质 完整 的 结构 称 为 蛋白 质 的 四 级 结构 。 

对 蛋白 质 的 构象 、 功 能 和 进化 的 研究 表明 这 4 
个 层次 之 外 还 存在 一 种 独立 的 结构 单位 有 着 重要 的 
作用 一 一 蛋白 质 结构 域 ， 它 是 多 肽 链 上 的 一 部 分 独 图 3-10 ”两 种 类 型 的 B 折 又 结构 
立 的 折合 而 成 一 个 紧密 的 稳定 的 亚 结构 。 一 个 结 (A) RFT BTA [图 3-9 (D)] (B) 平行 B 折 
域 通常 包含 40 一 350 个 氨基 酸 ， 它 是 许多 大 的 蛋白 惟 。 这 两 种 结构 在 蛋白 质 中 很 常见 
质 的 模式 单位 。 一 个 蛋白 质 中 不 同 的 结构 域 通常 具有 不 同 的 功能 。 图 3-12 给 出 一 个 例子 
SRC 蛋白 激酶 ， 它 在 疹 椎 动物 细胞 中 起 信号 传递 的 作用 。 它 包含 4 个 结构 域 : SH2 和 SH3 
结构 域 起 调节 功能 ， 另 外 两 个 结构 域 负责 激酶 的 催化 在 这 一 章 的 后 面 ， 我 们 会 回 到 这 
个 蛋白 质 来 解释 蛋白 质 怎样 形成 分 子 开关 在 细胞 中 传递 信息 。 

最 小 的 蛋白 质 分 子 只 有 一 个 结构 域 ， 而 大 的 蛋白 质 可 能 包含 几 十 个 结构 域 ， 它 们 之 间 通 
过 短 的 、 相 对 无 结构 的 多 肽 链 相连 。 图 3-13 显示 了 3 个 不 同 的 蛋白 质 结构 域 的 丝带 模型 。 这 
些 例子 表明 ， 一 个 结构 域 的 核心 可 以 由 a 螺旋 、B 折 又 或 者 这 两 种 基本 折 伙 单元 的 不 同 组 合 
构成 。 每 一 种 组 合 也 称 作 一 个 蛋白 质 折 车 方式 。 目 前 为 止 , 已 知 构象 的 1 万 个 蛋白 质 中 大 约 
鉴定 出 有 1000 种 不 同 的 蛋白 质 折 驹 方式 。 


可 能 的 多 肽 链 中 只 有 少数 是 有 用 的 


由 于 20 种 氨基 酸 的 化 学 性 质 各 不 相同 ， 理 论 上 ， 每 个 氨基 酸 在 一 条 多 肽 链 上 的 每 个 位 置 
都 有 可 能 出 现 ， 那 么 一 个 由 4 个 氨基 酸 组 成 的 蛋白 质 可 能 有 20X20X20X20 一 160 000 条 可 
能 的 多 肽 链 。 对 于 一 个 N 个 氨基 酸 长 的 蛋白 质 ， 可 能 有 2N 条 不 同 的 多 肽 链 。 一 个 典型 的 含 
有 300 个 氨基 酸 的 蛋白 质 ， 理 论 上 可 以 产生 大 于 10 (20) 条 不 同 的 多 肽 链 。 这 是 一 个 巨 
大 的 数目 ， 产 生 每 一 个 分 子 需 要 比 宇宙 现存 的 原子 多 得 多 的 原子 数 。 

这 些 可 能 的 多 肽 链 中 只 有 极 小 一 部 分 可 以 形成 一 个 单一 的 稳定 的 三 维 构象 ， 据 估计 ， 少 
于 1/10 亿 。 这 样 数量 巨大 的 可 能 的 蛋白 质 分 子 可 以 形成 很 多 稳定 性 大 致 相同 的 构象 ， 每 一 种 
构象 具有 不 同 的 化 学 性 质 。 但 是 实际 上 ， 细 胞 中 的 所 有 蛋白 质 的 稳定 构象 是 唯一 的 。 这 是 为 
什么 呢 ? 答案 在 于 自然 选择 。 一 个 蛋白 质 如 果 拥 有 多 变 的 结构 和 生物 化 学 特性 并 不 能 帮助 含 
有 此 佛 白 质 的 细胞 的 生存 。 详 细 内 容 参 见 图 3-14、 图 3-15 和 图 3-16, 
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图 3-11 coiled-coil 的 结构 
(A) 一 个 


-个 单独 的 螺旋 ， 连 续 的 氨基 酸 以 7 个 字母 《abedefg》 标记 ，( 从 下 到 上 )。 这 种 排列 方式 的 “a” 和 “d” 
氨基 酸 位 于 贺 杜 表面 路 离 非 常 近 ， 形 成 一 个 “长 条 ”( 红 色 ) 围绕 在 a 螺旋 周围 ， 形 成 coiled-coil 结构 的 恤 白 质 都 有 
非 极 性 氨基 酸 位 于 “a” 和 “d"。 如 〈B) 所 示 ， 两 个 a 螺旋 相互 缠绕 ， 以 一 个 a 螺旋 的 非 极 性 侧 链 和 男 一 个 a 螺旋 的 
非 极 性 侧 链 相 互 作用 ， 剩 余 的 亲 水 性 氨基 酸 的 侧 链 暴露 在 水 环境 中 。(C) 通过 X 射线 晶体 衍射 技术 得 到 的 coiled-coil 

结构 的 原子 结构 红色 的 侧 链 是 非 杖 性 的 
(A) 


SH3 结 构 域 1), 


SH2 结 构 域 大 的 蛋白 激酶 结构 域 


图 3-12 一 个 蛋白 质 由 4 个 结构 域 组 成 
在 图 中 的 Sre 蛋白 中 ， 两 个 结构 域 形成 蛋白 质 的 激酶 部 分 ， 而 SH2 和 SH3 结构 域 执行 调节 功能 。(A) 丝带 模型 ， 红 色 
的 是 ATP 底 物 。(B) 室 间 占有 模型 ， 红 色 表示 底 物 ATP。 注 意 到 结合 


结合 ATP 的 位 点 位 于 构成 激酶 的 两 个 结构 域 交界 
处 。SH2 结构 域 的 详细 结构 在 专题 3-2 中 
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图 3-13 三 种 不 同 蛋 白质 的 丝带 模型 
CA) 细胞 色素 bsez ， 一 种 单 结构 城 蛋 白质 ， 参 与 线粒体 内 的 电子 传递 。 该 蛋白 质 几乎 全 由 “ 螺旋 组 成 。 
(B) 乳糖 脱氧 酶 的 NAD 结合 结构 域 ， 由 a 螺旋 和 B 折 难 构 成 。(C) 免疫 球 蛋白 〈 抗 体 ) 轻 链 的 可 变 的 结构 
域 ， 由 B 折 又 形成 的 三 明治 构成 。 这 些 例子 中 ， 绿 色 代 表 a 螺旋， 红色 箭头 代表 B 折 又 
注意 在 整个 结构 城中 多 及 链 经 常会 前 后 折 慨 。 只 在 乙 白 质 表面 有 快速 的 转 奔 。 突 出 的 环 结构 黄色) 通常 是 
其 他 分 子 的 结合 位 点 


图 3-14 ”比较 两 种 丝氨酸 蛋白 酶 的 构象 
弹性 蛋白 酶 和 胰 肇 乳 蛋白 酶 骨架 的 构象 。 绿色 代表 的 是 两 条 多 腑 链 相似 的 氨基 酸 序列 ， 虽 然 序 列 相似 性 很 少 ， 
但 是 它们 的 构象 几乎 完全 相同 。 每 个 酶 的 活性 中 心 由 红色 的 环 表示 ; 这 个 位 置 是 蛋白 质 肽 键 和 底 物 结合 的 地 
方 并 被 水 解 。 丝 氨 酸 蛋白 酶 的 名 字 来 源 于 丝氨酸 ， 它 的 侧 链 是 酶 的 活性 中 心 ， 参 与 到 切割 反应 


蛋白 质 可 以 形成 有 限 的 折合 模式 


我 们 对 细胞 知识 的 了 解 的 增长 速度 是 惊人 的 。1950 年 ， 我 们 还 不 知道 一 条 多 肽 链 的 氨基 
酸 序列 ， 很 多 人 甚至 怀疑 蛋白 质 中 的 氨基 酸 是 精确 排列 的 。1960 年 的 时 候 ， 已 经 用 X 射线 衍 
+ sl 


射 解 出 了 第 一 个 蛋白 质 的 三 维 结构 。 现 在 我 们 可 以 根据 编码 基因 的 DNA 序列 来 了 解 成 千 上 
万 的 蛋白 质 序列 。 我 们 期 望 下 一 个 技术 又 是 什么 呢 ? 

从 一 个 基因 的 序列 到 表达 其 所 编码 的 蛋白 质 不 再 是 一 个 难题 。 利 用 DNA 克隆 和 遗传 工 
程 技术 〈 见 第 8 章 )， 这 个 工作 是 很 常见 的 。 但 是 了 解 一 个 蛋白 质 的 结构 却 仍 是 一 个 难题 。 基 
于 X 射线 衍射 的 标准 技术 需要 和 蛋白质 在 一 个 合适 的 环境 中 形成 一 个 大 的 、 规 则 排列 的 晶 状 阵 
列 一 一 蛋白 质 晶体 。 在 这 方面 每 一 个 蛋白 质 的 性 质 是 很 不 相同 的 。 只 有 通过 不 断 的 试验 、 摸 
索 ， 花 费 很 长 的 时 间 才 可 能 成 功 得 到 晶体 。 

膜 蛋白 和 包含 很 多 组 分 的 大 的 蛋白 质 复合 物 是 最 难于 结晶 的 ， 这 也 是 为 什么 这 本 书 中 只 
展示 了 很 少 一 部 分 这 类 蛋白质 的 结构 的 原因 。 因 此 ， 大 的 蛋白 质 一 般 通过 解决 其 每 一 个 结构 
域 的 构象 来 进行 分 析 : 通过 结晶 单独 的 结构 域 ， 然 后 用 X 射线 对 晶体 万 击 ， 或 者 通过 核磁 共 
振 技 术 (NMR) ( 见 第 8 章 ) 了 解 其 各 个 结构 域 在 溶液 中 的 构象 。 通 过 结合 X 射线 衍射 和 核 
磁 共 振 技术 ， 我 们 已 经 知道 了 上 万 种 蛋白 质 的 三 维 结构 或 构象 。 

通过 仔细 比较 已 知 蛋 白质 的 构象 ， 结 构 生物 学 家 生物 分 子 结构 方面 的 专家 ) 总 结 出 蛋 
白质 结构 域 的 折 伙 模式 是 有 限 的 ， 可 能 少 于 2000 个 。 目 前 ， 还 有 1000 种 蛋白 质 折 共 模式 没 
有 解决 ， 因 此 我 们 已 知 的 只 是 可 能 存在 的 蛋白 质 结 构 域 折 短 模式 总 数 的 一 半 。 列 出 所 有 存在 
于 活 的 有 机 体 的 蛋白 质 折 香 模 式 的 清单 是 我 们 研究 的 目标 。 
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图 3-15 比较 一 类 DNA 结合 结构 域 一 一 同 源 结构 域 ， 比 较 的 蛋白 质 来 源 于 进化 上 相隔 亿 年 的 两 个 物种 
CA) 丝带 模型 所 示 的 结构 对 于 蛋白 质 是 相同 的 。(B) a 碳 原子 的 轨迹 。 所 示 的 三 维 结构 是 由 X 射线 入 射 解 出 的 酵母 a2 
蛋白 〈 绿 色 ) 和 果 蜗 锯齿 状 蛋白 GIE). (O 比较 在 (A 图 和 (BD 图 中 显示 的 蛋白 质 区 域 的 氨基 酸 序列 。 黑 点 代表 

相同 的 氨基 酸 。 橙 色 的 点 表示 a2 蛋白 中 有 3 个 氨基 酸 插 入 (摘自 C. Wolberger et al., Celt 67: 517~528, 1991) 


同 源 序列 搜索 可 以 鉴定 亲缘 关系 


现 有 的 蛋白 质 序列 数据 库 包含 了 约 500 000 个 条 目 ， 随 着 越 来 越 多 的 基因 组 被 测序 ， 大 
量 编码 蛋白 质 的 基因 被 揭示 ， 这 个 数字 会 飞速 增长 。 强 大 的 计算 机 搜索 程序 可 以 将 新 发 现 的 
蛋白 质 和 整个 数据 库 进行 比 对 来 寻找 相似 的 蛋白 质 。 同 源 蛋 白质 的 定义 是 它们 的 基因 从 一 个 
共同 的 古老 的 祖先 进化 而 来 ， 可 以 通过 统计 学 上 比较 其 氨基 酸 序列 的 相似 性 来 鉴定 它们 。 

由 于 数据 库 中 存在 大 量 的 蛋白 质数 据 ， 搜 索 程 序 可 能 发 现 很 多 非特 异 的 配对 ， 这 样 就 造 
成 了 一 个 背景 噪声 ， 使 得 难以 找到 亲缘 关系 最 近 的 序列 。 一 般 来 说 ， 两 个 蛋白 质 的 序列 相似 
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占 所 有 基因 的 大 致 百分比 
z 
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f 
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真 核 蛋 白 激酶 DNA 结 合同 源 域 免疫 蛋白 结构 域 


图 3-16 根据 全 基因 组 序列 ， 所 示 的 包含 一 个 或 多 个 拷贝 特定 结构 域 的 所 有 基因 的 比例 
注意 所 选 的 3 个 结构 城中 的 免疫 球 蛋 白 结构 域 是 最 新 被 加 入 的 ， 其 相对 含量 在 将 椎 动物 中 还 在 增加 ， 
人 类 基因 的 数 基 是 一 个 大 概 的 估计 


性 至 少 要 在 30%% 以 上 才能 进行 判断 。 但 是 ， 很 多 短 的 序列 “指纹 ”) 代表 了 蛋白 质 已 知 的 特 
殊 的 功能 ， 可 以 用 来 寻找 远 源 的 同 源 〈 图 3-17). 


WYFGKITRRESERLL GTPLVRESE 
WYEGRITRRESEREDL NAENPRORPLVRESETTKGAYCLSVSDFDNAKGL 类 


WEF ENVLRKEADKLLLAEENPEGTPEVRPSEHNPNGYSLSVKDWEDGRGY - WĀ 
1 10 20 30 40 50 


图 3-17 通过 短 的 标签 序列 来 搜寻 同 源 结构 域 
显示 两 个 短 的 序列 ， 分 别 为 15 个 和 9 个 氨基 酸 〈 绿 色 ) 可 以 用 来 在 大 的 数据 库 中 搜索 蛋白 质 结构 域 ， 如 SH2 结 
构 域 ， 这 里 比较 了 人 类 和 果 蜗 Sre 蛋白 的 SH2 结构 城 100 个 氨基 酸 的 前 50 个 氨基 酸 〈 图 3-12)， 通 过 计算 机 进行 
序列 比 对 《〈 黄 箭头 )， 人 类 和 果 蝇 蛋白 质 之 问 的 精确 匹配 由 氨基 酸 的 单字 母 简写 来 表示 ， 相 似 的 但 不 完全 相同 的 
氨基 酸 用 十 表示 ， 不 配对 的 部 分 用 空格 表示 。 在 此 图 中 ， 一 个 或 两 个 蛋白 质 都 包含 一 个 和 绿色 序列 精确 匹配 的 部 
分 ， 比 对 的 序列 用 红色 表示 


蛋白 质 的 比 对 是 非常 重要 的 ， 因 为 结构 相似 也 意味 着 功能 上 的 相关 。 如 果 一 个 新 的 蛋白 
质 序列 与 一 个 已 知 功能 的 蛋白 质 序列 有 同 源 性 的 话 ， 可 以 省 去 很 多 实验 的 时 间 花 费 。 如 根据 
同 源 序列 发 现 那些 能 使 哺乳 动物 细胞 变 为 癌 细 胞 的 基因 是 蛋白 激酶 。 同 样 地 ， 很 多 控制 果 蝇 
胚胎 发 育 过 程 中 形态 建成 的 蛋白 质 很 快 的 被 发 现 是 基因 调控 蛋白 质 。 


计算 机 技术 可 以 将 氨基 酸 序列 归 类 为 已 知 的 蛋白 质 折 簿 模式 


我 们 知道 有 很 多 的 方法 可 以 产生 很 多 三 维 结构 相同 的 不 同 蛋 白质 ， 经 过 进化 ， 随 机 的 突 
变 可 以 在 不 改变 蛋白 质 构象 的 情况 下 改变 氨基 酸 的 序列 。 因 此 ， 结 构 生 物 学 家 现今 的 目标 是 
解决 自然 界 中 蛋白 质 所 有 不 同 的 折 笃 模式 ， 并 且 开发 计算 机 程序 检测 一 个 结构 域 中 的 氨基 酸 
序列 来 鉴定 这 个 结构 域 属于 已 知 的 哪 种 折 伙 方式 。 
一 个 称 为 “threading” 的 计算 机 技术 可 以 用 来 将 氨基 酸 序列 归 类 为 一 个 特定 的 蛋白 质 折 
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HX. MAC A RE Th, TLR RI Be AEU UTS HAT. 
ERAKAR FPSB? 是否 有 很 强 的 形成 a- 螺旋 趋势 的 序列 确实 是 RE? 等 
等 。 最 匹配 的 得 分 最 高 ， 反 映 了 预测 的 结构 的 稳定 性 。 

在 很 多 情况 下 ， 一 段 序列 与 一 个 特定 的 三 维 结构 非常 匹配 ， 表 明了 这 个 结构 域 最 可 能 的 
结构 。 另 外 一 些 情况 下 ， 已 知 的 折 秋 方式 都 不 太 可 能 。 运 用 X 射线 衍射 和 核磁 共振 技术 ， 结 
构 生物 学 家 希望 能 快速 地 了 解 更 多 的 蛋白 质 折 双 方式， 他 们 的 目标 是 建立 一 个 包含 自然 界 存 
在 的 所 有 和 蛋白质 结构 的 数据 库 。 有 了 这 个 数据 库 ， 再 加 上 一 些 计 算 机 技术 的 改进 ， 我 们 最 终 


可 能 在 知道 一 个 氨基 酸 序列 后 快速 地 得 到 其 大 概 的 三 维 结构 。 
一 些 被 称 为 模块 的 蛋白 质 结构 域 ， 形 成 了 很 多 不 同 蛋白 质 的 一 部 分 
如 前 所 述 ， 大 部 分 蛋白 质 是 由 一 系列 蛋白 质 结构 域 组 成 ， 结 构 域 是 蛋白 质 多 肽 链 的 不 同 
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图 3-18 结构 域 洗 牌 
在 蛋白 质 进化 过 程 中 会 发 生 很 多 的 蛋白 质 结构 
域 洗 牌 。 图 中 所 示 的 形状 和 颜色 相同 的 蛋白 质 
结构 城 通常 是 同 进化 相关 的 。 丝氨酸 蛋白 酶 如 
WREIK Nh 2 个 结构 域 组 成 〈 棕 色 )。 所 示 
的 3 个 其 余 的 蛋白 酶 ， 其 调控 和 功能 更 加 复杂 ， 
这 两 种 蛋白 酶 结构 域 一 个 或 多 个 与 人 类 表皮 生 
KNF (EGF. 绿色 ) 同 源 的 结构 域 连接 ， 或 
者 钙 离子 结合 结构 域 〈 黄 色 )， 或 者 含有 3 个 内 
部 二 硫 桥 的 “kringle” 结 构 域 CHEE). 图 3-14 

AA OSE AL AE OE FE 


特性 。 


区 域 独立 折 杰 形成 的 紧密 结构 。 这 些 多 结构 域 的 蛋白 
质 被 认为 是 编码 每 个 结构 域 的 这 些 基因 的 偶然 组 合 而 
形成 的 新 的 基因 。 在 结构 域 的 毗连 处 通常 会 形成 新 的 
结合 表面 ， 很 多 蛋白 质 结合 小 分 子 的 功能 性 位 点 位 于 
此 (例子 见 图 3-12)。 很 多 大 的 蛋白 质 清楚 的 显示 是 
由 已 存在 的 结构 域 的 重新 组 合 形成 的 ， 这 个 进化 过 程 
叫做 结构 域 洗 牌 〈shuffling) (H 3-18). 

一 些 在 进化 中 有 特殊 的 运动 性 蛋白 质 结构 叫做 蛋 
白质 模块 ， 它 们 通常 比 结构 域 的 平均 大 小 要 小 (40 一 
200 氨基 酸 )， 它 们 有 特别 的 通用 结构 。 这 种 蛋白 质 模 
块 的 一 个 典型 代表 就 是 SH2 结构 域 ， 在 专题 3-2 有 说 
明 。 图 3-19 显示 了 其 他 一 些 蛋白 质 模块 的 结构 。 

每 一 个 模块 有 一 个 由 B 折 番 和 一 些 多 肽 链 突出 部 
分 (绿色 ) 比较 无 规则 的 环 构成 的 稳定 的 核心 结构 
环 的 结构 是 其 他 分 子 的 结合 位 点 ， 免 疫 球 蛋白 是 一 个 
非常 典型 的 采取 这 样 折 全 方式 的 蛋白 质 ， 这 也 是 形成 
抗体 分 子 的 基础 (图 3-42)。 基 于 B 折 县 的 模块 的 进化 
是 由 于 它 为 产生 新 的 配 体 结合 位 点 提供 了 一 个 方便 的 
框架 ,其 突出 环 的 小 的 改变 就 可 以 改变 其 配 体 结合 


蛋白 质 模 块 的 第 二 个 特点 是 它们 很 容易 和 其 他 蛋白 质 整合 ， 这 也 解释 了 它们 的 实用 性 。 


图 3-19 中 的 6 个 模块 其 中 5 个 的 N 端 和 C 端 位 于 极 性 相反 的 位 置 。 这 种 “线性 ”排列 意味 着 
编码 这 种 模块 分 子 的 DNA 分 子 经 过 随机 的 复制 ， 这 在 基因 组 的 进化 中 是 很 常见 的 《讨论 见 
第 7 章 )， 被 加 倍 的 模块 分 子 可 以 连接 形成 伸展 的 结构 ， 同 种 模块 分 子 自 身 相连 接 或 不 同 线性 
分 子 之 间 相互 连接 (图 3-20) 。 由 很 多 模块 分 子 构成 的 刚性 伸展 结构 通常 存在 于 细胞 外 基质 分 
子 和 细胞 表面 受 体 蛋 白质 的 胞 外 部 分 。 其 他 包括 SH2 结构 域 和 图 3-19 中 的 kringle 在 内 的 模 
块 分 子 ， 形 成 一 个 “插销 ” 形 。 在 基因 组 重 排 后 ， 这 些 模块 分 子 通常 插 入 另 一 个 蛋白 质 的 
环 区 。 
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图 3-19 一 些 蛋白 质 模 块 的 三 维 结构 
在 这 些 丝带 图 形 中 ，R 折 得 以 箭头 表示 ，N 端 和 C 端 以 红 球 表 示 


人 类 基因 组 编码 一 套 复杂 的 蛋白 质 ， 很 多 仍然 是 未 知 


人 类 基因 组 测序 的 结果 惊人 地 表明 我 们 的 染色 体 只 包含 30 000 一 35 000 个 基因 。 根 据 基 
因数 量 ， 我 们 比 小 的 芥菜 植物 -一 拟 南 芥 的 复杂 性 高 不 到 1. 4 倍 ， 比 线虫 高 不 到 2 倍 。 基 因 
组 测序 的 结果 表明 痊 椎 动物 几乎 所 有 的 蛋白 质 结构 域 来 自 于 非 誉 椎 动物 ， 只 有 7% 的 已 知 的 
人 类 的 结构 域 是 疹 椎 动物 特异 的 。 

但 是 人 类 的 每 个 蛋白 质 是 平均 相对 比较 复杂 的 。 冰 椎 动物 进化 中 发 生 的 结构 域 洗 牌 产生 
了 很 多 蛋白 质 结构 域 新 的 组 合 ， 人 类 中 发 现 的 新 的 蛋白 质 结构 域 的 组 合 是 线虫 或 果 蝇 的 2 倍 。 
例如 ， 类 胰 和 蛋白酶 丝氨酸 蛋白 酶 结构 域 ， 在 人 类 中 至 少 和 18 种 其 他 类 型 的 蛋白 质 结构 域 相 
关 ， 而 在 线虫 中 只 发 现 与 5 种 不 同 的 结构 域 共 价 相连 。 人 类 蛋白质 的 额外 的 多 样 性 极 大 地 增 
加 了 可 能 的 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作用 的 范围 图 3-78)， 但 是 它 如 何 构成 我 们 人 类 仍然 是 不 得 
而 知 的 。 

活 的 有 机 体 的 复杂 性 是 让 人 难以 置信 的 ， 人 类 基因 组 中 还 有 10 000 多 个 蛋白 质 需 要 鉴 
定 ， 我 们 应 该 清醒 地 认识 到 我 们 对 它们 的 功能 了 解 是 非常 少 的 。 摆 在 未 来 的 细胞 生物 学 家 面 
前 的 挑战 是 巨大 的 ， 他 们 必须 勇敢 地 来 揭 开 这 个 神秘 的 世界 。 


图 3-20 线性 蛋白 质 模块 的 伸展 结构 

4 ( 纤 连 蛋白 ) 3 型 模块 (PH 3-19 来 源 于 胞 

外 基质 〈 纤 连 蛋 白 ) 分 子 。(A) 丝带 模型 ; 

(B) 室 间 占有 模型 (摘自 D. J. Leahy, 

1. Aukhil and H. P. Erickson, Cell 84; 155~ 
164, 1996) 


大 的 蛋白 质 通 常 包含 不 止 一 条 多 肽 链 


使 一 条 多 肽 链 折 笃 成 为 一 个 特殊 构象 的 弱 的 非 共 
价 键 同样 也 能 使 几 个 蛋白 质 相互 结合 而 形成 细胞 中 更 
大 的 结构 。 一 个 蛋白 质 表面 的 任何 一 个 区 域 都 可 以 和 
别 的 分 子 通过 一 个 称 为 结合 位 点 的 非 共 价 键 相 互 作用 。 
一 个 蛋白 质 可 以 包含 很 多 或 大 或 小 的 针对 不 同 分 子 的 
结合 位 点 。 如 果 一 个 结合 位 点 识别 了 另 一 个 蛋白 质 的 
表面 ,它们 在 此 结合 位 点 的 紧密 的 结合 作用 可 以 使 它 
们 形成 一 个 具有 精确 空间 构象 的 大 的 蛋白 质 分 子 。 这 
种 蛋白 质 的 每 一 条 多 肽 链 称 作 一 个 蛋白 质 亚 基 。 

最 简单 的 情况 是 ， 两 个 相同 的 折 伙 的 多 肽 链 依靠 
两 个 相同 的 结合 位 点 ， 以 “ 头 对 头 ” 的 形式 相互 结合 ， 
形成 一 个 包含 两 个 蛋白 质 亚 基 的 对 称 的 复合 物 。Cro 阻 
过 蛋白 一 一 基因 调节 蛋白 ， 其 和 DNA 结合 而 关闭 基因 
在 细菌 细胞 内 的 表达 (图 3-21) 。 细 胞 中 ， 有 很 多 由 一 
条 多 肽 链 的 多 个 拷贝 形成 的 其 他 类 型 的 对 称 的 蛋白 质 
复合 物 。 例如， 神经 氨 酸 酶 由 4 条 相同 的 蛋白 质 亚 基 
组 成 ， 相 互 之 间 以 “ 头 尾 ”排列 形成 一 个 紧密 的 环形 
(图 3-22) 。 

细胞 中 还 存在 很 多 由 两 条 或 多 条 不 同 多 肽 链 组 成 
的 蛋白 质 。 例 如 ， 在 红细胞 中 携带 氧气 的 一 种 蛋白 
质 一 一 血红 蛋白 ， 是 研究 的 很 好 例子 (图 3-23)。 它 由 
两 条 相同 的 a 链 和 两 条 相同 的 B 链 对 称 排列 而 形成 。 这 
样 多 亚 基 的 蛋白 质 复合 物 在 细胞 中 是 很 常见 的 ， 而 且 
它们 可 以 形成 很 大 的 分 子 。 图 3-24 显示 的 是 一 些 已 知 


其 精确 三 维 结构 的 蛋白 质 ， 可 以 比较 我 们 作为 模型 的 相对 小 的 蛋白 质 与 这 些 大 的 蛋白 质 的 大 


小 和 形状 。 


图 3-21 两 个 相同 的 蛋白 质 亚 基 相互 结合 形成 一 个 对 称 的 蛋白 质 四 聚 体 
入 噬菌体 的 Cro 阻 过 蛋白 结合 到 DNA 上 关闭 病毒 基因 的 表达 。 其 两 个 相同 的 亚 基 头 对 
SAA. RK GRE) 和 气 键 〈 黄 色 区 域 ) 结合 到 一 起 
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图 3-22 一 个 蛋白 质 分 子 包含 多 个 拷贝 的 蛋白 质 亚 基 
神经 氨 由 4 条 相同 的 多 肘 链 组 成 一 个 环 状 结构 。 小 的 示意 图 表明 了 相同 的 相互 作 
用 是 如 何 形成 稳定 的 结构 的 


一 些 蛋白 质 形成 长 的 螺旋 状 纤维 


一 些 蛋 白质 分 子 可 以 组 装 为 缠绕 在 整个 细胞 内 的 
纤维 。 最 简单 的 情况 ， 如 果 每 个 蛋白 质 分 子 有 一 个 结 
合 到 另 一 个 相同 分 子 表面 的 互补 的 结合 位 点 ， 那 么 就 
可 以 形成 一 个 长 的 蛋白 质 分 子 〈 图 3-25)。 例 如 ， 肌 
动 蛋白 质 丝 是 由 很 多 肌 动 蛋白 质 分 子 形成 的 长 的 螺旋 
状 结构 分 子 〈 图 3-26)。 真 核 细胞 中 肌 动 蛋白 非常 丰 
富 ， 它 构成 了 细胞 骨架 中 一 个 主要 的 纤维 系统 〈 讨 论 
见 第 16 章 )。 

为 什么 螺旋 是 一 个 常见 的 结构 呢 ? 据 我 们 所 知 ， 
生物 学 结构 通常 由 相似 的 亚 基 连 接 ， 如 氨基 酸 或 蛋白 
质 分 子 成 为 长 的 、 重 复 的 链 。 如 果 所 有 的 亚 基 是 相同 
的 ， 链 内 的 相 邻 的 亚 基 为 了 最 大 限度 地 减 小 它们 之 间 
的 自由 能 ， 只 能 调整 其 相对 位 置 成 为 唯一 的 排列 方 
R. 因此， 每 个 亚 基 与 相 邻 的 亚 基 的 排列 方式 基本 相 
同 ， 即 第 3 个 亚 基 结合 到 第 2 个 亚 基 的 方式 与 第 2 个 


图 3-23 一 个 蛋白 质 分 子 由 2 个 不 同 的 
亚 基 形成 一 个 对 称 的 结构 

血红 蛋白 是 在 红细胞 中 含 基 很 丰富 的 一 种 蛋白 

质 ， 它 包含 2 个 a 亚 基 和 2 个 B 亚 基 。 这 4 条 多 

聚 肽 链 的 每 一 条 都 含有 一 个 血红 素 分 子 〈 红 

色 ), 它 是 氧 分 子 的 结合 部 位 。 内 此， 每 分 子 的 
血红 蛋白 携带 4 分子 的 氧 


A 


图 3-24 一 些 蛋白 质 分 子 (比例 相同 ) 
为 了 使 于 比较 ，DNA 分 子 结合 到 蛋白 质 分 子 上 也 有 显示 。 这 些 空间 占有 模型 显示 了 一 系列 的 大 小 和 形状 。 血红 蛋白 、 
催化 酶 、 核 孔 蛋 白 、 乙 醇 脱 氢 酶 和 天 冬 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶 都 是 由 多 个 亚 基 组 成 的 。SH2 结构 域 ( 左 上方) 在 专题 3-2 中 有 
详细 说 明 (After David S Goodsell, Our Molecular Nature. New York; Springer-Verlag, 1996. ) 
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325 KAMAR 
(A) 只 有 一 个 结合 位 点 的 蛋白 质 和 另 一 个 相同 的 蛋白 质 形成 二 聚 体 。(B) 有 不 同 结合 位 点 的 相同 的 蛋白 
质 形成 长 的 螺旋 状 纤维 。(C) 如 果 两 个 结合 位 点 位 置 接近 ， 和 蛋白 质 亚 基 就 形成 一 个 闭合 环 状 结构 
亚 基 结合 到 第 1 个 亚 基 的 方式 相同 ， 依 此 类 推 。 又 
因为 亚 基 的 线性 排列 是 非常 少见 的 ， 这 样 就 产生 了 
螺旋 这 种 规则 的 序列 一 一 类 似 于 螺旋 梯 ， 如 图 3-27 
所 示 。 由 于 螺旋 梯 的 扭曲 ， 可 以 有 右手 螺旋 或 左手 
螺旋 [图 3-27 (E)]。 上 下 颠倒 螺旋 不 会 影响 其 手 
性 ， 但 是 在 镜子 中 其 手 性 会 逆转 。 
生物 大 分 子 中 螺旋 是 很 常见 的 ， 或 者 由 小 分 子 
依靠 共 价 键 连接 〈 如 氨基 酸 形成 a 螺旋 )， 或 者 由 
非 共 价 键 连 接 形 成 大 的 蛋白 质 分 子 〈 如 肌 动 蛋白 纤 
维 中 的 肌 动 蛋白 分 子 )。 这 并 不 令 人 惊讶 。 螺 旋 是 
一 个 普通 的 结构 ， 它 的 产生 是 很 多 相似 的 亚 基 相 邻 
排列 的 结果 ， 每 2 个 之 间 的 关系 是 相同 的 。 


一 个 蛋白 质 分 子 可 以 形成 长 的 、 纤 维 
状 结构 

我 们 前 面 讨论 的 大 部 分 蛋白 质 都 是 球状 蛋白 ， 
多 肽 链 折 秋 为 一 个 有 不 规则 表面 的 ， 紧 密 的 类 似 于 m 
球 的 形状 。 酶 一 般 都 是 球状 蛋白 : 虽然 酶 包含 很 多 tes/ coer uni 
亚 基 ， 而 且 大 而 复杂 ， 但 是 大 部 分 都 是 球形 〈 图 By 反动 瑟 白 纤维 中 絮 族 排列 的 肌 动 蛋 白 分 子 ( 经 
3-24) 。 相 反 地 ， 细 胞 中 的 另 一 些 蛋 白质 需要 跨越 Roger Craig E 


(BKT 
负极 


37 nm 


正极 


se = 


图 327 螺旋 的 一 些 特性 
(A) ~ (D) 当 一 些 亚 基 以 一 种 规则 的 方式 相互 结合 则 会 形成 螺旋 。 底 部 指出 了 2 个 亚 基 的 相互 作用 ， 其 后 而 
即使 形成 的 曲 旋 。 这 些 螺 旋 每 奖 含 有 2 个 〈A)、3 个 〈B)、6 个“〈C 和 D) Wak. 顶部， 直接 从 螺旋 的 上 方 观 
察 亚 基 的 排列 方式 .注意 到 D) 图 螺旋 的 宽度 大 于 《〈C) 图 ,但 是 它们 每 一 圈 的 亚 基数 是 相等 的 。(E) RE 
可 以 是 右手 性 或 左手 性 的 。 作 为 参考 ， 记 住 标准 的 金属 螺丝 钉 ， 当 以 顺 时 针 方向 拧 ， 则 表明 是 右手 螺 施 。 当 
个 螺旋 上 下 贤 倒 时 ， 并 不 改变 其 手 性 


很 长 的 距离 。 这 些 蛋 白质 通常 形成 相对 简单 的 ， 有 长 的 三 维 构 象 ， 通 常 叫 做 纤维 状 蛋 白 。 

胞 内 蛋白 中 纤维 状 蛋 白 的 一 个 大 的 家 族 包 含 a- 角 蛋白 以 及 其 成 员 。 角 蛋白 纤维 非常 稳定 ， 
是 头发 、 角 、 指 甲 等 生活 周期 较 长 的 结构 的 主要 组 分 。 一 个 w- 角 蛋白 分 子 由 两 个 相同 的 亚 基 
组 成 ， 每 个 亚 基 的 a 螺旋 形成 coiled-coil 结构 (图 3-11)。 在 coiled-coil 结构 的 末端 有 球状 结 
构 域 ， 这 个 结构 域 上 正好 有 结合 位 点 。 这 种 类 型 的 蛋白 质 可 以 组 装 为 绳 状 中 间 纤 维 细胞 
骨架 中 一 个 非常 重要 的 组 分 ， 成 胞 内 的 支架 结构 (图 16-16) 。 
维 状 蛋白 在 细胞 外 含量 很 丰富 ， 它 们 是 辅助 由 细胞 团 形成 组 织 的 胶 状 细胞 外 基质 的 主 
要 成 分 。 细 胞 外 基质 蛋白 是 由 细胞 合成 后 分 泌 到 胞 外 的 ， 它 们 通常 形成 片 状 或 长 的 纤 丝 。 胶 
原 蛋白 是 动物 组 织 中 含量 最 丰富 的 蛋白 质 。 一 个 胶原 分 子 是 由 三 条 长 的 多 肽 链 组 成 ， 每 条 链 
中 每 三 个 氨基 酸 的 第 三 位 都 是 甘氨酸 。 这 种 规则 结构 使 多 肽 链 相 互 缚 绕 形成 三 股 螺旋 [图 
3-28 (A)]。 很 多 胶原 分 子 首尾 相 接 ， 并 行 排列 组 成 极其 坚固 的 胶原 纤维 ， 形 成 具有 抗 张强 
度 的 结缔 组 织 ， 讨 论 见 第 19 章 。 

弹性 蛋白 是 细胞 外 基质 中 另 一 个 组 分 。 弹 性 蛋白 分 子 由 相对 松散 和 无 规则 结构 的 多 肽 链 
共 价 交 联 形成 一 个 弹性 蛋白 网 络 : 不 像 大 多 数 蛋白 质 ， 弹 性 蛋白 没有 一 个 非常 特异 或 稳定 的 
结构 ， 但 是 它们 可 以 从 一 个 构象 变 为 另 一 个 相反 的 构象 ， 如 图 3-28 (B) 所 示 。 由 于 这 些 弹 
性 纤维 ， 可 以 使 皮肤 和 其 他 组 织 (动脉 、 肺 ) 自由 地 收缩 。 
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(B) 弹性 纤维 
SS 胶原 纤维 a. aa 
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图 3-28 胶原 蛋白 和 弹性 纤维 
CA) 胶原 蛋白 是 由 三 条 伸展 的 肽 链 相互 纺 绕 而 形成 的 三 股 螺 旋 (底部 )。 许多 这 种 棒状 的 胶原 分 子 在 胞 外 空间 相互 交 联 
形成 不 可 伸展 的 胶原 纤 丝 〔 顶 部 )， 有 钢铁 般 的 强度 。 胶原 纤 丝 上 的 条 纹 是 由 于 胶原 分 子 的 有 规律 的 重复 排列 形成 的 。 
CB) 弹性 蛋白 多 肽 链 交 联 形成 弹性 纤维 网 络 。 当 纤维 受到 外 力 时 ， 每 个 弹性 蛋白 分 子 展开 成 一 个 伸展 的 构象 ， 当 拉力 消 
失 时 ， 其 又 自发 地 缩 回 


共 价 交 联 稳定 胞 外 蛋白 


许多 蛋白 质 分 子 或 者 与 细胞 质 膜 外 表面 相连 ， 或 者 被 分 泌 到 胞 外 作为 细胞 外 基质 的 一 部 
分 。 这 些 蛋白 质 都 直接 暴露 在 胞 外 环境 中 。 为 了 维持 它们 的 结构 ， 这 些 蛋白 质 的 多 肽 链 通常 
需要 共 价 交 联 来 稳定 其 结构 。 这 些 交 联 可 以 是 连接 同 种 蛋白 质 的 两 个 氨基 酸 ， 也 可 以 是 多 亚 
基 蛋 白质 连接 不 同 的 多 肽 链 。 最 常见 的 蛋白 质 共 价 交 联 是 共 价 的 硫 - 硫 键 。 当 蛋白 准备 输出 到 
细胞 外 时 就 会 形成 这 种 二 硫 键 〈 也 叫做 S 一 S 键 )。 如 第 12 章 所 述 ， 在 内 质 网 中 ， 二 硫 键 由 一 
种 酶 催化 合成 ， 通 过 连接 蛋白 质 上 相 邻 的 半 胱 氨 酸 残 基 的 两 个 一 SH 基 团 而 形成 《图 3-29) 。 
二 硫 键 并 没有 改变 蛋白 质 的 构象 ， 反 而 作为 一 个 原子 钉 可 以 帮助 形成 最 合适 的 构象 。 例 如 
溶菌 酶 一 一 一 个 存在 于 眼泪 中 可 以 降解 细菌 细胞 壁 的 酶 ， 由 于 这 种 交 联 可 以 长 时 间 维持 其 搞 
菌 活性 。 

在 细胞 质 中 二 硫 键 一 般 很 难 形成 ， 高 浓度 的 还 原 剂 可 以 将 S--S 还 原 成 为 琉 基 (一 SH) 。 
显然 ， 在 细胞 内 相对 温和 的 环境 中 ， 蛋 白质 不 需要 这 种 强化 作用 。 


蛋白 质 分 子 通常 作为 大 的 结构 分 子 的 亚 基 


蛋白 质 分 子 自身 相互 连接 可 以 形成 细胞 内 的 大 结构 分 子 一 _ 超 分 子 结构 ， 如 酶 复合 物 、 
核糖 体 、 蛋 白质 纤维 、 病 毒 和 膜 。 这 些 物质 不 是 由 简单 的 大 的 分 子 共 价 连 接 而 成 。 它 们 是 由 
那些 作为 最 终结 构 亚 基 的 独立 的 分 子 依靠 非 共 价 作用 组 装 而 成 的 。 

利用 小 的 亚 基 形 成 大 的 结构 物 有 很 多 优点 : 

1. 利用 一 个 或 多 个 重复 的 小 亚 基 组 装 大 的 结构 只 需要 较 少 的 遗传 信息 ; 

2. 因为 亚 基 是 通过 能 量 较 低 的 键 连接 起 来 的 ， 它 们 的 装配 和 解 聚 是 一 个 可 逆 的 过 程 ， 很 
容易 控制 
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半 胱 氨 酸 


图 3-29 二 硫 键 
该 图 表明 了 两 个 相 邻 的 半 胱 氮 酸 残 基 怎 么 形成 共 价 二 破 键 , 如 图 所 示 ， 一 条 多 肪 链 的 两 个 部 分 或 者 两 
条 不 同 的 多 肽 链 之 间 都 可 以 交 联 。 因 为 破坏 共 价 键 所 需要 的 能 量 远 远 高 于 非 共 价 键 所 需 的 《〈 表 2-2)， 
所 以 二 硫 键 对 于 稳定 蛋白 质 具有 重要 的 作用 


3. 可 以 避免 结构 合成 过 程 中 的 错误 ， 因 为 在 装配 的 过 程 中 正确 的 机 制 可 以 排除 形成 的 畸 
形 结构 。 

一 些 蛋白 质 亚 基 可 以 以 六 边 形 排列 ， 装 配 为 平 的 片 状 结构 。 特 殊 的 膜 蛋 白 在 脂 质 双 分 子 
层 中 通常 以 这 种 方式 排列 。 如 果 每 个 亚 基 的 几何 结构 发 生 很 小 的 变化 ， 就 会 从 片 状 变 为 管状 
结构 (图 3-30)， 如 果 变 化 再 大 一 点 ， 则 会 形成 一 个 中 空 的 球形 。 管 状 和 球状 蛋白 可 以 结合 
异 的 RNA 或 DNA 分 子 而 形成 病毒 的 核心 蛋白 质 。 


图 3-30 单一 蛋白 质 亚 基 组 装 需要 多 个 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 
六 边 形 堆积 形成 的 球状 蛋白 质 亚 基 可 以 形成 一 个 片 状 结构 或 者 一 个 管状 结构 


装配 的 紧密 的 结构 ， 如 环 状 、 管 状 、 球 状 等 ， 具 有 额外 的 稳定 性 ， 因 为 它 增加 了 蛋白 质 
亚 基 之 间 的 化 学 键 。 而 且 ， 这 样 的 结构 是 依赖 于 亚 基 之 间 的 相互 作用 ， 每 个 亚 基 的 小 的 变化 
可 以 装配 或 解 聚 这 个 大 的 结构 物 。 在 简单 病毒 的 核心 或 帝 体 蛋 白质 中 ， 这 是 很 常见 的 ， 它 们 
通常 形成 一 个 中 空 的 球状 结构 (图 3-31) 。 壳 体 蛋 白质 由 数 百 个 相同 的 蛋白 亚 基 组 成 ， 可 以 保 
护 病毒 的 核酸 〈 图 3-32) 。 这 种 外 壳 蛋 白质 必须 有 特别 的 适应 性 结构 : 它 不 仅 需 要 多 种 不 同 的 
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图 331 一 些 病毒 蛋白 的 壳 体 (比例 相同 ) 
CA) MARNA: CB) PARRA: (O WAO (SV40); (D) 卫星 烟草 坏死 病毒 。 这 些 壳 体 的 结构 由 X 射 
线 唱 体 衍射 解 出 ， 并 且 都 是 在 原子 水 平 上 的 分 辩 素 经 Robert Grant, Stephan Crainic 和 James M. Hogle 许可 ) 


作用 来 形成 球体 ， 而 且 一 旦 病毒 成 功 进入 细胞 ，1 
在 细胞 内 的 复制 。 
细胞 内 的 很 多 结构 是 自 组 装 的 

生物 大 分 子 的 组 装 信 储存 在 亚 基 中 的 ， 因 为 纪 
装 成 其 最 终 的 结构 。 第 一 个 被 发 现 的 可 以 从 其 亚 基 为 大 分 子 集合 体 的 是 烟草 花 叶 病毒 
(TMV)。 此 病毒 是 一 个 长 的 棒状 结构 ， 形 成 的 圆柱 形 蛋白 质 围 绕 在 螺旋 状 RNA 外 (图 

3) 。 如 果 单 独 分 离 出 RNA 和 病毒 亚 基 ， 并 将 它们 混合 在 溶液 中 , 它 装 为 有 活力 

粒 。 这 个 装配 过 程 很 复杂 ， 包 括 蛋 白质 形成 一 个 双环 的 结构 作为 中 间 介 导 物 ， 加 到 
延伸 的 病毒 核心 上 。 

男 一 个 可 以 自 组 装 的 大 分 子 是 细菌 的 核糖 体 。 这 个 结构 包含 55 种 不 同 的 蛋白 质 分 子 和 3 
种 不 同 的 rRNA。 如 果 把 每 个 独立 的 组 分 置 于 试管 中 ， 在 合适 的 条 件 下 ， 它 们 可 以 自发 形成 
其 原来 的 结构 。 更 重要 的 是 ， 这 样 重组 装 的 核糖 体 仍然 具有 合成 蛋白 质 的 能 力 。 可 以 想像 ， 
核糖 体 的 重 装配 也 有 特殊 的 方式 : 当 某 些 蛋 白质 结合 到 RNA 上 后 ， 其 余 的 蛋白 质 可 以 识别 
这 个 复合 物 ， 依 次 类 推 直到 结构 完成 。 

现在 我 们 仍 不 清楚 这 种 精确 的 自 组 装 是 如 何 调控 的 。 例 如 ， 细 胞 中 的 很 多 结构 ， 似 乎 有 
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须 改变 这 种 排列 来 释放 病毒 核酸 起 始 其 


地 化 的 亚 基 可 以 在 合适 的 条 件 下 自发 组 


三 个 二 聚 体 


二 聚 体 
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图 3-32 球形 病毒 的 结构 
很 多 病毒 是 由 许多 相同 的 亚 基 堆 积 形成 的 球形 外 壳 〈 壳 体 ) PERE RNA 或 DNA 病毒 基因 组 (图 3-31)。 由 于 空间 位 阻 
的 原因 ， 不 多 于 60 个 相同 的 亚 基 可 以 以 一 种 精确 的 对 称 的 方式 堆积 。 但 是 如 果 可 以 允许 轻微 的 不 规则 ， 更 多 的 亚 基 也 
可 以 形成 更 大 的 壳 体 。 这 里 以 番茄 丛 禾 病 毒 为 例 ， 它 是 一 个 球状 病毒 ， 直 径 33nm， 由 180 个 相同 的 每 一 个 包含 386 个 
氨基 酸 的 沉 体 蛋白 质 加 上 一 个 4500 个 核 背 酸 的 RNA 基因 组 组 成 。 为 了 形成 这 样 大 的 一 个 壳 体 ， 蛋 白质 必须 可 以 适应 
三 种 不 同 的 环境 ， 在 这 里 每 一 种 在 病毒 颗粒 中 以 不 同 的 颜色 表示 。 图 中 显示 了 假设 的 组 装 方式 ;精确 的 三 维 结构 由 X 
射线 衍射 确定 经 Steve Harrison 许可 


一 个 精确 的 长 度 ， 这 一 长 度 比 组 成 它们 的 生物 分 子 组 分 要 长 很 多 。 这 种 长 度 的 决定 是 如 何 实 
现 的 仍然 是 一 个 这 。 图 3-34 揭示 了 三 种 可 能 的 机 制 。 最 简单 的 情况 ， 一 个 长 的 核心 蛋白 质 或 
其 他 大 分 子 提供 一 个 脚手架 ， 决 定 最 终 的 装配 程度 。 这 个 机 制 决 定 了 TMV 颗粒 的 长 度 ， 而 
RNA 链 作为 主要 的 核心 。 类 似 地 ， 核 心 蛋白 质 决定 了 肌肉 中 细 肌 丝 的 长 度 ， 同 样 也 决定 了 细 
菌 病毒 的 尾部 长 度 (图 3-35). 
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图 3-33 烟草 花 叶 病 毒 (TMV) 的 结构 
(A) 病毒 颗粒 的 电子 显微镜 图 ， 由 相同 亚 基 组 成 的 阅 柱 状 蛋白 质 外 壳 包 裴 着 一 条 长 的 RNA 分 子 。 (B) 模式 图 说 明 
TMV 的 部 分 结构 ， 由 6000 个 核 背 酸 组 成 的 单 链 RNA 分 子 被 包装 在 由 2130 个 158 个 氨基 酸 长 的 外 壳 蛋 白质 形成 的 螺 
旋 状 外 过 中， 感 杂 性 的 病毒 颗粒 可 以 在 含有 纯化 的 RNA 和 蛋白 质 的 试管 中 自 组 装 [(A) 经 Robley Williams 许可 ， 
(B) 经 Richard J. Feldmann 许可 ] 
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图 3-34 决定 大 蛋白 质 装配 长 度 的 三 种 机 制 
《A) 沿 着 伸 长 的 核心 蛋白 质 或 者 其 他 大 分 子 的 共 组 装 作为 测量 的 装置 。(B) 装配 的 终止 是 由 于 当 多 余 的 亚 基 装配 
时 ， 张 力 会 在 多 聚 结 构 上 积累 ， 超 过 一 定 长 度 之 后 ， 青 加 上 一 个 亚 基 需 要 非常 商 的 能 量 ，(C) 组 装 的 标尺 ， 两 套 
长 度 不 同 的 棒状 分 子 形成 一 个 交错 的 复合 物 ， 复 合 物 不 断 延 伸 直到 未 端 精确 的 匹配 。 其 名 字 来 源 于 在 机 器 制造 中 
-个 原理 相同 的 测量 仪器 


复杂 生物 结构 的 形成 需要 辅助 因子 的 帮助 


并 非 胞 内 的 所 有 由 共 价 键 连接 的 结构 都 可 以 自 组 装 。 例 如 ， 线 粒 体 、 纤 毛 或 肌 细胞 中 的 

肌 原 纤维 ， 在 含有 其 相应 组 分 的 溶液 中 不 能 自发 装配 。 在 这 些 情况 下 ， 装 配 的 部 分 信息 是 由 

特殊 的 酶 以 及 细胞 内 的 其 余 蛋 白质 提供 ， 它 们 行使 模板 功能 ， 引 导 结构 组 装 ， 但 是 并 不 出 现 
在 最 终 成 熟 的 结构 中 。 

即使 是 相对 简单 的 结构 也 缺少 某 些 自 组 装 必要 的 因素 。 某 些 细菌 病毒 的 形成 ， 如 头 部 ， 

它 仅 仅 由 多 个 相同 的 单一 的 蛋白 质 亚 基 组 成 ， 但 是 其 装配 需要 到 第 二 种 蛋白 质 形 成 的 支架 上 

组 装 。 因 为 在 成 熟 的 病毒 颗粒 中 第 二 种 蛋白 质 是 不 存在 的 ， 因 此 头 部 结构 一 旦 被 分 开 它 就 不 
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可 能 自发 重 装配 。 还 有 其 他 例子 ， 在 正常 的 装配 过 程 中 蛋白 质 的 切割 是 一 个 重要 的 、 不 可 逆 
的 过 程 。 这 种 情况 在 一 些小 的 蛋白 质 复 合 物 中 也 是 存在 的 ， 如 胶原 结构 蛋白 和 胰岛 素 (图 
3-36)。 从 这 些 相对 简单 的 例子 中 ,我 们 可 以 看 到 像 线粒体 或 纤毛 这 样 复杂 结构 的 组 装 涉及 大 
量 其 他 细胞 组 分 的 时 间 和 空间 的 调控 。 
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图 335 入 噬菌体 的 电镜 图 图 3-36 胰岛 素 组 装 中 的 蛋 和 白质 切割 
当 病 毒 尾部 的 未 端 绪 合 到 一 个 细菌 细胞 表面 的 多 肽 激素 胰岛 素 如 果 其 二 硫 键 被 破坏 是 不 能 自发 重新 高 效 装配 
特异 蛋白 质 上 后 ， 被 紧密 包装 在 头 部 的 DNA 通 的 。 其 合成 初期 是 一 个 大 蛋白 质 〈 胰 岛 素 原 )， 然 后 当 蛋 白质 


过 尾部 被 注射 到 细胞 中 。 尾 部 的 长 度 是 非常 精 折 络 成 一 个 特殊 构象 时 发 生 蛋 白质 切割 产生 胰岛 素 。 当 胰岛 素 
确 的， 其 机 制 见 图 3-34 (A) 原 变性 时 ， 丙 条 多 肽 链 分 开 ， 多 肽 链 切 制 的 部 分 信息 被 丢失 ， 
和 蛋白质 不 能 自发 形成 其 正确 的 构象 


1 
SH 


蛋白 质 分 子 的 三 维 空间 构象 由 其 氨基 酸 序列 决定 。 多 肽 链 不 同 区 域 之 间 的 非 共 价 相互 作 
用 稳定 高 度 折 悟 的 结构 。 朴 水 性 氨基 酸 易 于 包 埋 在 分 子 内 部 ， 而 相 邻 肽 键 局 部 的 氢 键 相互 作 
用 ， 可 以 形成 a Rak Fe Biri. 

球状 区 域 ， 通 常 称 为 结构 域 ， 是 蛋白 质 的 折合 单位 ; 这样 的 结构 域 通常 包含 40 一 350 个 
氨基 酸 。 典 型 的 小 蛋白 质 通常 只 包括 一 个 结构 域 ， 而 大 的 蛋白 质 通常 由 几 个 结构 域 ， 依 靠 多 
肽 链 短 的 结构 连接 而 成 。 随 着 蛋白 质 的 进化 ， 结 构 域 可 以 发 生 修饰 或 与 不 同 结构 域 之 间 的 重 
组 形成 新 的 蛋白 质 。 参 与 形成 大 的 蛋白 质 的 结构 域 也 可 以 叫做 模块 。 目 前 ， 在 已 知 的 10 000 
多 个 蛋白 质 结构 中 ， 已 经 鉴定 出 1000 种 不 同 的 结构 域 折 登 方式 。 


维持 蛋白 质 折 登 的 非 共 价 作用 也 可 以 将 蛋白 质 组 装 成 更 大 的 结构 物 。 有 和 自身 相互 结合 
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位 点 的 蛋白 质 可 以 形成 二 聚 体 ， 闭 环 状 、 空 壳 状 和 多 聚 螺 旋 状 结构 。 虽 然 蛋 白质 和 核酸 的 混 
合 物 可 以 在 试管 中 自发 装配 ， 但 是 某 些 大 的 生物 大 分 子 组 装 过 程 涉及 不 可 北 的 步骤 。 不 是 所 
有 的 细胞 内 大 结构 分 子 在 它们 解 聚 为 其 相应 的 组 分 之 后 都 可 以 自发 装配 。 


蛋白 质 的 功能 


每 种 蛋白 质 特异 的 氨基 酸 序列 决定 其 三 维 构象 或 结构 。 但 是 蛋白 质 不 是 坚硬 的 块 状 材料 ， 
它们 有 精确 的 运动 部 分 ， 其 机 械 运动 与 其 化 学 功能 相 偶 联 。 这 种 化 学 性 质 和 运动 相 偶 联 使 得 
蛋白 质 在 活 细胞 动态 环境 中 有 特殊 的 能 力 。 

这 一 部 分 ， 我 们 会 讲述 蛋白 质 是 如 何 结合 其 他 特定 的 分 子 ， 以 及 这 种 结合 与 其 功能 的 关 
系 。 蛋 白质 和 其 他 分 子 的 结合 能 力 使 得 蛋白 质 可 以 作为 催化 剂 、 信 号 受 体 、 开 关 、 分 子 马达 
或 小 泵 等 。 这 一 章 所 举 的 例子 显示 了 蛋白 质 的 全 部 生物 学 功能 。 但 是 在 本 书 中 有 些 蛋 白质 的 
特殊 功能 是 基于 相似 的 原理 。 


所 有 的 蛋白 质 都 可 以 结合 其 他 分 子 


蛋白 质 的 生物 学 性 质 是 依赖 于 其 物理 上 与 其 他 分 子 的 相互 作用 。 例 如 ， 抗 体 结合 到 病毒 
或 细菌 上 来 减少 其 破坏 作用 ， 己 糖 激酶 结合 葡萄 糖 和 ATP 来 催化 它们 之 间 的 反应 ， 肌 动 蛋白 
分 子 相互 结 合 来 组 装 肌 动 蛋白 纤维 等 。 实 际 上 ， 所 有 的 蛋白 质 都 可 以 黏附 或 结合 其 他 的 分 子 。 
有 些 情 况 ， 结 合 非常 紧密 ， 有 些 情况 ， 结 合 是 很 弱 的 ， 而 且 作用 时 间 短 。 但 是 这 些 结合 都 是 非 
常 特异 的 ， 所 以 在 每 个 蛋白 质 分 子 遇 上 的 成 千 上 万 种 分 子 中 ， 蛋 白质 通常 只 结合 一 种 或 少数 几 
种 。 蛋 白质 结合 的 底 物 ， 不 论 是 离子 、 小 分 子 或 大 分 子 都 是 此 蛋白 质 的 配 体 (来源 于 拉丁 语 li- 
gare， 意 思 是 结合 ) 。 

蛋白 质 结合 的 选择 性 以 及 对 其 配 体 的 高 亲 和 性 依赖 于 弱 的 、 非 共 价 键 〈 氧 键 、 离 子 键 ) 
的 网 络 的 形成 和 范 德 华 力 ， 加 上 朴 水 相互 作用 (专题 2-3)。 因 为 每 个 单独 的 键 是 很 弱 的 ， 所 
以 有 效 的 结合 作用 需要 大 量 弱 的 作用 力 同 时 形成 。 只 有 当 配 体 分 子 的 表面 轮廓 与 蛋白 质 很 相 
似 时 ， 就 像 一 只 手 在 手套 中 ， 这 种 情况 才 成 立 〈 图 3-37) 。 


非 共 价 键 


EAM 


图 3-37 蛋白 质 选择 性 地 结合 其 他 分 子 
很 多 弱 的 相互 作用 可 以 用 来 保证 蛋白 质 和 第 二 个 分 子 的 紧密 结合 ， 这 第 二 个 分 子 也 叫做 蛋白 质 的 配 体 。 配 体 必须 
和 蛋白 质 的 结合 位 点 精确 配对 ， 就 像 手 和 手套 一 样 ， 所 以 蛋白 质 和 其 配 体 之 间 可 以 形成 大 量 的 非 共 价 键 
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蛋白 质 结合 配 体 的 区 域 叫做 配 体 的 结合 位 点 ， 它 通常 是 由 氨基 酸 的 特殊 排列 形成 的 蛋白 
质 表面 的 洞穴 。 这 些 氨 基 酸 分 布 在 蛋白 质 折合 时 多 肽 链 的 不 同 区 域 〈 图 3-38) 。 蛋 白质 表面 的 
不 同 区 域 有 结合 不 同 配 体 的 不 同 结合 位 点 ， 可 以 调节 和 蛋白质 活 性 。 蛋 白质 的 其 余部 分 作为 把 
手 将 蛋白 质 置 于 胞 内 的 特定 位 置 ， 如 前 面 讲 过 的 SH2 结构 域 ， 它 驱使 包含 它 的 蛋白 质 定位 于 
细胞 质 膜 来 应 答 特殊 的 信号 。 
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图 3-38 蛋白 质 的 结合 位 点 
《A) 多 肽 链 的 折 登 很 容易 在 蛋白 质 表面 产生 一 个 缝隙 或 者 缺口 。 这 个 缝隙 中 的 氨基 酸 链 在 和 特定 的 配 体 结合 时 会 形成 非 共 
价 键 。(B) 结合 位 点 的 详细 图 示 。 和 蛋白 质 和 其 相应 配 体 之 间 的 氧 键 和 离子 键 〈 在 该 例子 中 ， 环 腺 共 酸 是 结合 的 配 体 ) 


虽然 包 埋 在 蛋白 质 内 部 的 原子 与 配 体 没有 直接 的 联系 ， 但 是 它 作为 重要 的 脚手架 赋予 蛋 
白质 表面 轮廓 和 化 学 性 质 。 内 部 氨基 酸 的 细微 变化 就 可 能 导致 其 三 维 结构 的 变化 ， 而 破坏 其 
表面 结合 位 点 。 


蛋白 质 构象 的 细节 决定 了 其 化 学 性 质 


蛋白 质 具 有 重要 的 化 学 性 质 ， 其 分 子 表面 邻近 的 化 学 基 团 可 以 与 之 相互 作用 而 增强 氨基 
酸 侧 链 的 化 学 反应 活性 。 这 些 相互 作用 分 为 两 类 ; 

第 一 类 ， 多 肽 链 相 邻 的 部 分 会 以 一 种 作用 方式 限制 水 分 子 进入 配 体 结合 位 点 。 因 为 水 分 
子 易于 形成 氢 键 ， 它 们 可 以 与 配 体 竞 争 蛋白 质 表面 的 位 点 。 如 果 排 除 水 分 子 ， 蛋 白质 与 其 配 
体 之 间 紧 密 的 氢 键 〈 和 离子 键 )》 相互 作用 会 增强 。 因 为 水 分 子 存在 于 一 个 大 的 氧 键 网 络 ， 最 
初 很 难 想像 有 一 个 方式 来 从 蛋白 质 表 面 排除 类 似 水 分 子 这 样 的 小 分 子 ， 而 不 影响 其 配 体 结合 
活性 (专题 2-2)。 实 际 上 ， 配 体 结合 位 点 可 以 处 于 很 干燥 的 环境 ， 因 为 如 果 水 分 子 一 定 要 进 
人 到 和 蛋白质 表 面 的 裂 颖 中 ， 就 必须 从 其 氢 键 网 络 中 分 离 出 来 ， 但 是 这 在 能 量 上 是 很 不 经 济 的 。 

第 二 类 ， 相 邻 极 性 氨基 酸 的 成 能 排列 可 以 改变 其 活性 。 例 如 ， 一 些 带 负 电 的 氨基 酸 不 采 
用 在 蛋白 质 折 香 过 程 中 相互 排斥 的 方式 ， 而 硬性 结合 到 一 起 ， 那 么 它们 结合 带 正 电离 子 的 亲 
和 力 就 会 提高 。 另 外 ， 当 氨基 酸 依靠 氢 键 相互 作用 时 ， 一 些 正 常情 况 下 不 具有 活性 的 侧 链 基 
团 (如 图 3-39 中 丝氨酸 的 一 CH:OH) 可 以 变 为 有 活性 ， 这 样 促使 它们 进入 到 形成 或 者 破坏 
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共 价 键 的 反应 中 来 。 


Asp 102 n : H 参加 反应 的 丝氨酸 
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E339 酶 活性 中 心 的 有 明显 活性 的 氨基 酸 
这 个 例子 是 “催化 三 抑 组 "， 存 在 于 胰 肇 乳 蛋白 酶 、 弹 性 蛋白 酶 以 及 其 他 丝氨酸 蛋白 酶 中 〈 图 3-14)， 天 冬 氨 酸 侧 链 
CAsp 102) FAAR (His 57) 夺取 195 位 的 丝氨酸 上 的 质子 。 激 活 丝氨酸 和 酶 底 物 形成 共 价 键 ， 水 解 肽 键 


因此 每 个 蛋白 质 分 子 的 表面 都 有 一 个 独特 的 化 学 反应 活性 ， 它 不 仅 依赖 于 氨基 酸 的 特异 
性 ， 而 且 依 赖 于 其 相对 于 别 的 氨基 酸 的 位 置 。 因 为 这 个 原因 ， 即 使 同一 蛋白 质 的 两 个 差异 很 
小 的 构象 可 能 在 其 化 学 性 质 上 有 很 大 的 差别 。 


蛋白 质 家 族 成 员 序列 比 对 可 以 发 现 重要 的 配 体 结合 位 点 


如 前 所 述 ， 根 据 蛋白 质 的 结构 域 可 以 划分 蛋白 质 家 族 ， 表 示 它 们 从 一 个 共同 的 祖先 进化 
而 来 ， 基 因 组 序列 表明 大 多 数 蛋白 质 包 含 一 个 或 多 个 结构 域 。 同 一 个 家 族 成 员 的 三 维 结构 是 
非常 相似 的 。 例 如 ， 即 使 氨基 酸 的 相似 性 只 有 25%， 结 构 域 中 主 链 原 子 在 0. 2nm (2A) 形成 
相同 的 蛋白 质 折 大 方式 。 

根据 这 些 如 -种 “进化 追踪 ”方法 被 用 来 鉴定 蛋白 质 结构 域 中 哪些 对 其 功能 有 很 重 
要 作用 的 结合 基于 这 个 目的 ， 在 所 有 已 知 的 蛋白 质 家 族 成 员 中 ， 那 些 不 发 生变 化 的 或 
几乎 不 变化 的 氨基 酸 可 以 定位 在 一 个 家 族 成 员 的 三 维 结构 模型 上 。 这 个 工作 完成 以 后 ， 发 现 
最 保守 的 氨基 酸 常常 成 串 出 现在 蛋白 质 表面 ， 如 图 3-40 CA) 中 对 SH2 结构 域 的 描述 讨论 
见 专题 3-2)。 这 些 成 串 的 结构 一 般 是 配 体 结合 人 

SH2 结构 域 是 一 个 模块 ， 其 功能 是 介 导 和 蛋白 


质 - 蛋 白质 相互 作用 。 含 有 此 结构 域 的 蛋白 


(B) 


多 肽 配 基 


正视 图 背 视图 正视 图 


图 3-40 运用 进化 轨迹 来 研究 SH2 结构 域 

背 视图 。 蛋白 质 表面 进化 保守 的 氨基 酸 用 黄色 表示 ， 面 向 蛋白 质 内 部 的 氨基 
多 肽 链 的 结构 。 这 里 和 配 体 距 离 在 0. 4nm 的 氨基 酸 用 蓝 色 表 示 。 配 体 中 两 个 关 
键 的 氨基 酸 用 黄色 表示 ， 其 他 的 用 紫色 表示 


(A) SH2 结构 域 空间 填充 模型 的 正 
酸 用 红色 表示 。(B) SH2 结构 域 结合 


+ 169 。 


质 可 以 和 男 一 个 含有 磷酸 化 酷 氨 酸 的 氨基 酸 序列 的 蛋白 质 结合 ， 见 图 3-40 (B), SH2 结构 域 
家 族 中 识别 和 磷酸 化 位 点 的 氨基 酸 在 进化 过 程 中 是 改变 最 慢 的 。 因 为 突变 是 一 个 随机 的 过 程 ， 
这 个 结果 因为 偏好 淘汰 。 所 有 有 机 体 在 进化 过 程 中 如 果 SH2 结构 域 发 生变 化 ,使 SH2 结合 
位 点 失 活 ， 则 会 破坏 其 功能 。 

随 着 基因 组 测序 的 深入 ， 发 现 了 很 多 新 的 未 知 功能 的 蛋白 质 家 族 。 在 一 个 蛋白 质 家 族 
成 员 的 重要 结合 位 点 在 三 维 结构 上 定位 以 后 ， 上 述 的 进化 追踪 可 以 用 于 了 解 这 类 蛋白 质 的 
功能 。 


蛋白 质 通过 多 种 类 型 的 接触 面相 互 结合 


蛋白 质 相互 结合 至 少 通过 三 种 方式 。 很 多 情况 下 ， 一 个 蛋白 质 表面 的 一 部 分 可 以 和 第 二 
个 蛋白 质 多 肽 链 CWD 上 伸 长 的 环 相 结 合 [图 3-41 (A)]。 这 种 表面 - 绳 的 相互 作用 ， 可 以 
使 SH2 结构 域 识 别 第 二 个 蛋白 质 磷酸 化 位 点 的 环 状 结构 ， 它 也 可 以 使 一 个 蛋白 质 激酶 识别 它 
将 磷酸 化 的 男 一 个 蛋白 质 ( 见 下 文 )。 


1A) 


BI 


( 
螺旋 2 


图 3-41 蛋白 质 相互 结合 的 三 种 方式 
只 显示 了 两 个 蛋白 质 的 相互 作用 的 部 分 。(A) 一 个 蛋白 质 的 刚性 表面 可 以 和 第 二 个 蛋白 质 伸 展 的 环形 肽 链 
( 纺 ) 结合 。(B) 两 个 螺旋 结合 产生 coiled-coil 结构 。(C) 两 个 互补 的 刚性 表面 可 以 连接 两 个 蛋白 质 


第 二 种 类 型 的 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作用 是 两 个 蛋白 质 上 各 有 一 个 a 螺旋， 它们 配对 形成 
coiled-coil [图 3-41 (B)]。 在 第 7 章 中 ,很 多 基因 调控 蛋白 质 家 族 的 蛋白 质 采用 这 种 作用 
方式 。 

最 常见 的 蛋白 质 相互 作用 是 两 个 刚性 结构 的 精确 配对 [图 3-41(C)]。 这 种 相互 作用 是 
非常 紧密 的 ， 因 为 完全 匹配 的 两 个 表面 之 间 会 形成 大 量 的 弱 的 相互 作用 。 同 样 是 这 个 原因 ， 
这 种 表面 的 相互 作用 可 能 是 非常 特异 的 ， 可 以 使 一 个 蛋白 质 在 胞 内 的 成 千 上 万 种 蛋白 质 中 选 
择 唯 一 的 目标 蛋白 质 。 


抗体 的 结合 位 点 是 高 度 可 变 的 


所 有 的 蛋白 质 都 必须 和 其 相应 的 配 体 结合 才能 执行 多 种 功能 。 这 种 高 度 选择 性 结合 的 能 
力 在 抗体 家 族 中 更 加 突出 ， 这 将 在 第 24 章 中 讨论 。 

抗体 ， 或 者 免疫 球 蛋 白 ， 是 免疫 系统 在 应 答 外 源 物质 〈 如 入 侵 的 微生物 的 表面 分 子 ) 的 
过 程 中 产生 的 蛋白 质 。 每 一 种 抗体 可 以 和 其 相应 的 靶 分 子 紧密 结合 ， 这 样 可 以 直接 使 靶 标 失 
活 或 者 降解 此 分 子 。 一 个 抗体 分 子 和 其 靶 标 抗原) 的 识别 是 高 度 特异 的 。 我 们 可 能 会 遇 到 
上 亿 种 不 同 的 抗原 分 子 ， 这 就 要 求 我 们 能 够 产生 相应 的 这 么 多 的 抗体 。 
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抗体 是 Y 形 的 分 子 ， 有 两 个 相同 的 结合 位 点 和 相应 的 抗原 分 子 表面 的 位 点 互补 。 对 抗体 
结合 抗原 分 子 的 位 点 的 仔细 研究 表明 ， 它 们 是 多 肽 链 上 一 些 环 伸 出 到 两 个 并 列 的 蛋白 质 结构 
域 的 末端 而 形成 图 3-42) 。 不 同 抗体 的 抗原 结合 位 点 的 多 样 性 的 产生 是 由 于 这 些 环 的 长 度 或 
者 氨基 酸 的 序列 的 改变 造成 的 ， 抗 体 分 子 的 基本 结构 并 没有 发 生变 化 。 


(B) 


结合 抗原 的 环 


轻 链 可 变 区 


图 3-42 抗体 分 子 
(A) 典型 的 抗体 分 子 是 Y 形 的 ， 有 两 个 相同 的 抗原 结合 位 点 , “Y” 的 每 个 辟 上 一 个 。 虱 白 质 是 4 条 
多 肽 链 〈 卫 条 相同 的 重 链 和 两 条 相同 的 轻 链 ) 由 二 破 键 连接 起 来 。 每 条 链 由 很 多 不 同 的 免疫 球 蛋 白 结 
构 域 组 成 ， 以 蓝 色 或 灰色 阴影 表示 。 当 一 个 重 链 的 可 变 区 (Vn) 和 一 个 轻 链 的 可 变 区 (V) 结合 时 
就 形成 了 抗原 结合 位 点 。 在 不 同 的 抗体 分 子 中 该 结构 域 在 序列 和 结构 上 都 是 变异 最 大 的 。(B) 轻 链 的 
丝带 模型 显示 了 Vi 结构 域 和 抗体 〈 红 色 ) 是 最 接近 的 。 它 们 形成 类 手指 环形 的 一 半 的 结构 ， 折 登 在 
每 个 抗原 分 子 周围 〈A) 


这 种 环 状 结构 更 易 捕获 其 他 分 子 。 它 通过 大 量 的 化 学 基 团 围绕 在 一 个 配 体 周围 ， 使 得 蛋 
白质 可 以 以 非常 弱 的 键 与 其 相 作 用 。 因 此 ， 和 蛋白 质 通常 采用 环 的 结构 作为 配 体 结合 位 点 。 


结合 能 力 由 平衡 常数 来 衡量 


分 子 在 细胞 中 由 于 它们 随机 的 热 运 动 ， 相 互 碰 到 的 频率 是 非常 高 的 。 当 两 个 相互 碰撞 的 
分 子 的 表面 不 匹配 时 ， 它 们 之 间 不 会 形成 非 共 价 键 ， 两 个 分 子 会 以 其 相互 碰撞 的 速度 快速 地 
分 开 。 在 另 一 种 极端 的 情况 下 ， 当 形成 了 很 多 非 共 价 键 时， 其 解 离 会 持续 很 长 的 时 间 (图 
3-43)， 在 细胞 中 当 生物 学 功能 需要 分 子 长 时 间 保持 结合 状态 的 话 ， 就 会 形成 强 的 相互 作用 ， 
如 RNA 分 子 和 蛋白 质 分 子 一 起 形成 如 核糖 体 这样 的 亚 细 胞 结构 。 

任何 两 个 分 子 相 互 结合 的 作用 力 可 以 直接 测量 。 例 如 ， 设 想 一 群 相同 的 抗体 分 子 突然 遇 
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W Y 
人 A 和 B 分 子 表面 及 A 
d 和 C 分 子 表 面 匹配 得 
a 非常 差 ， 只 能 形成 
r cab 5 DEHRA, AA 
> A P 力 将 其 得 快 分 开 
== e! —_- 
= 4 y 
y 
人 分 子 随机 过 到 了 
其 他 分 子 (B, C.D) é « SN A 和 D 分 子 的 表面 匹 
配 得 非常 好 ， 在 热 
力学 内 可 以 形成 大 
量 有 弱 的 相互 作用 ; 


图 3-43 非 共 价 键 如 何 介 导 大 分 子 的 相互 作用 


到 分 散在 体液 中 的 一 群 配 体 分 子 。 配 体 分 子 会 不 时 地 结合 到 抗体 上 形成 抗体 - 配 体 复 合 物 。 那 
么 抗体 - 配 体 复合 物 会 增加 ， 但 不 是 无 限制 的 增加 : 随 着 时 间 的 延长 ， 热 运动 每 个 复合 物 会 被 
破坏 ， 这 是 第 二 个 过 程 ， 而 且 会 变 为 主导 。 最 后 ， 所 有 的 抗体 、 配 体 分 子 会 达到 一 个 稳定 的 
水 平 ， 或 者 平衡 ， 每 秒 结合 的 数量 和 去 结合 〈 解 离 ) 的 数量 是 相等 的 。 

根据 配 体 、 抗 体 和 抗体 - 配 体 复 合 物 平 衡 时 的 浓度 ， 我 们 可 以 方便 地 计算 平衡 常数 
(K) 结合 的 强度 [图 3-44 (A)]。 结 合力 越 强 ， 平 衡 常 数 越 大 ， 这 是 一 个 直接 测量 结合 
态 和 自由 态 自 由 能 差异 的 方法 [图 3-44 (B)]。 图 3-44 (O 的 例子 表明 改变 很 少 的 非 共 价 键 
就 有 可 能 对 蛋白 质 相 互 作 用 产生 巨大 的 影响 。 

我 们 以 抗体 结合 配 体 为 例 来 说 明 平 衡 态 下 的 结合 能 力 ， 这 个 原理 可 以 适用 于 所 有 的 分 子 
及 其 配 体 的 相互 作用 。 接 下 来 将 要 讨论 酶 ， 它 首先 和 其 配 体 结合 ， 接 着 催化 分 子 之 间 共 价 键 
的 断裂 或 者 形成 。 


酶 是 高 效 性 和 高 度 专 一 性 的 催化 剂 


很 多 蛋 丹 质 只 需要 和 其 配 体 相 互 结合 就 可 以 发 挥 其 生物 学 功能 。 例 如 ， 一 个 肌 动 蛋白 分 
子 只 要 和 其 他 肌 动 蛋白 结合 就 可 以 形成 肌 动 蛋白 纤维 。 但 是 ， 有 些 蛋 白质 ， 与 配 体 结合 只 是 
其 发 挥 功能 的 第 一 步 。 酶 就 是 这 样 一 类 和 蛋白质， 它 是 一 类 大 而 且 非 常 重要 的 蛋白 质 家 族 。 正 
如 在 第 2 章 所 说 ， 酶 是 很 重要 的 分 子 ， 它 可 以 决定 细胞 内 所 有 形成 或 者 断裂 共 价 键 的 化 学 反 
应 。 它 们 结合 到 一 个 或 多 个 配 体 ， 或 称 为 底 物 ， 快 速 地 将 其 变 为 一 个 或 多 个 化 学 修饰 的 产物 。 
酶 可 以 加 快 反应 速度 ， 通 常 以 上 百 万 的 效率 而 其 自身 不 发 生 任何 变化 ， 即 它们 作为 催化 剂 在 
可 以 控制 的 条 件 下 催化 胞 内 共 价 键 的 形成 或 者 断裂 。 酶 的 这 种 有 组 织 的 催化 胞 内 化 学 反应 的 
特点 使 得 细胞 可 以 维持 下 去 ， 使 生命 得 以 存在 。 

根据 酶 促 反应 的 反应 性 质 可 以 将 酶 分 类 〈 表 3-1)。 每 一 类 中 的 每 种 酶 都 是 非常 特异 的 
只 催化 一 种 类 型 的 反应 。 例 如 ， 己 糖 激酶 只 负责 将 磷酸 基 团 加 到 D- 葡 萄 糖 上 ， 而 对 于 其 光学 
异 构 体 L- 葡 萄 糖 没 有 任何 作用 ;， 凝血 酶 只 催化 一 种 类 型 的 血液 蛋白 质 特异 的 精 氨 酸 和 其 相 邻 
的 甘氨酸 的 断裂 等 。 在 第 2 章 已 经 详细 讲述 过 ， 酶 是 以 团体 的 方式 起 作用 ， 一 个 酶 的 产物 成 
为 下 一 个 酶 的 底 物 。 这 样 会 形成 代谢 途径 中 一 个 非常 精密 的 网 络 ， 为 细胞 提供 能 量 以 及 产生 
细胞 需要 的 大 分 子 和 小 分 子 (图 2-35)。 
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解 离 速度 = GEKEN X AB 的 浓度 
解 离 速度 = kl AB] 


e-e ee 
结合 速度 = 结合 速度 常数 X A 的 浓度 X B 的 浓度 


结合 速度 = 4.-[AJTB] 


在 平衡 状态 下 : 
结合 速度 = 解 离 结合 
ko[AJ[B]= Kool AB] 
IAB] _ kon 


Eik vara 


© 
BURI FF 10004 
A 分 子 和 1000 个 B 分 子 。 两 
者 的 浓度 都 是 10*moll 


如 果 A+B=AB 的 平衡 常 
数 是 10"， 则 在 平衡 态 有 


270 270 730 
A B AB 
分 子 分 子 分 子 


JABI - K 。 AB 减 A:B 
IAIIB) 的 自由 能 
(Lmol) (healimol) 
如 果 平衡 常数 小 于 10"， 这 


意味 着 会 失去 2 8kcalimol 结 
合 能 ， 或 2-3 个 气 键 ， 这 会 有 


图 3-44 结合 能 和 平衡 常数 之 间 的 关系 

(A) A 和 BB 分 子 以 及 AB 复合 物 之 间 的 平衡 由 专题 3-1 和 专题 3-2 中 的 两 个 相反 
的 反应 来 维持 。 如 果 A 十 B= AB 的 平衡 常数 是 10"， 则 在 平衡 态 ， 如 果 平衡 常 
BAF 10*， 这 意味 着 会 失去 2. kcal/mol 结合 能 ， 或 2 一 3 个 氢 键 ， 这 会 有 A 和 
B 如 果 要 发 生 反应 ， 分 子 之 间 必 须发 生 碰 撞 ， 结 合 速率 和 其 自身 的 浓度 CA] x 
[B] 是 呈正 比 的 〈 方 括号 表示 浓度 )。 如 专题 3-3 所 示 ， 结 合 和 解 离 的 速度 的 比 
例 等 于 反应 的 平衡 常数 CK). (B) 专题 3-3 的 平衡 常数 是 反应 A 十 B- 一 -<AB， 
值 越 大 ， 表 明 AB 之 间 的 结合 越 强 。 每 1. 4kcal/mol 自由 能 的 释放 ， 平 衡 常 数 
提高 10。(C) 存在 或 缺少 弱 的 化 学 键 在 生物 反应 中 的 巨大 影响 的 一 个 例子 。 

平衡 常数 的 单位 是 L/mol: 对 于 简单 的 反应 ， 它 也 叫做 亲 和 常 数 或 结合 

常数 ，K 以 K, RER. Ka 的 倒数 叫做 解 离 常数 ，K。( 单 位 mol/L). 
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R31 一 些 常见 的 酶 的 类 型 


酶 催化 的 反应 


KAER 通常 用 来 表示 催化 水 解 反应 的 酶 
核酸 酶 通过 水 解 核 苷 酸 之 间 的 键 来 破坏 核酸 
蛋白 酶 通过 水 解 氨基 酸 之 间 的 键 来 降解 蛋白 质 


合成 酶 。 ”通常 用 来 表示 在 合成 代谢 中 连接 两 个 小 分 子 形成 一 个 新 的 分 子 的 酶 


异 构 酶 催化 一 个 分 子 内 键 的 重 排 
RAM 催化 聚合 反应 如 DNA 和 RNA 的 合成 


激酶 催化 将 磷酸 基 团 加 到 分 子 上 。 蛋 白 激酶 是 一 类 重要 的 激酶 ， 将 磷酸 基 团 加 到 蛋白 质 上 


磷酸 酯 酶 。 催化 从 分 子 上 水 解 去 除 磷酸 基 团 


氧 化 还 通常 用 来 表示 催化 氢化 还 原 反应 的 酶 ， 一 个 分 子 发 生 氧 化 ， 而 另 一 个 分 子 发 生还 原 。 这 种 类 型 的 酶 也 叫 氧 


原 酶 化 酶 、 还 原 酶 和 脱 气 酶 


ATP 酶 。 水解 ATP。 很 多 具有 多 功能 的 蛋白 质 有 ATP 酶 的 活性 〈 作 为 其 部 分 功能 )， 如 动力 蛋白 、 肌 球 蛋 白 和 膜 转 


运 蛋 白 钠 钾 对 


注 ， 酶 的 名 称 通常 以 “-ase” 结 尾 ， 但 除了 一 些 如 胃 和 蛋白酶 〈pepsin) 、 胰 蛋白 酶 〈trypsin) AVAE MME (thrombin) 和 
溶菌 酶 〈lysozyme) ， 其 命名 在 19 世纪 末期 就 被 大 家 所 接受 。 酶 的 名 称 通常 表明 其 底 物 和 催化 反应 的 本 质 。 如 柠 榜 酸 合成 


酶 催化 乙酰 CoA MARZA UF RAR. 


底 物 的 结合 是 酶 促 反应 的 第 一 步 


对 于 一 个 催化 化 学 反应 的 蛋白 质 〈 酶 ) 来 说 ， 结 合 其 相应 的 底 物 是 一 个 很 重要 的 前 提 。 


Ky 底 物 浓度 一 一 


图 3-45 MAAS 
酶 促 反应 的 速度 〈V) 随 着 底 物 浓度 的 增加 而 不 断 升 高 ， 直 到 达 
到 一 个 最 大 值 “Vs)， 在 这 个 点 上 ， 酶 分 子 上 的 所 有 底 物 结合 位 
点 已 经 被 占 满 ， 反 应 的 速度 由 酶 表面 的 催化 过 程 所 限制 。 对 于 大 
多 数 酶 来 说 ， 反 应 速率 达到 最 大 值 的 一 半 CK) 时 的 底 物 浓度 用 
来 测量 酶 和 底 物 的 亲 和 性 ，K。 越 大 结合 能 力 越 弱 


最 简单 的 情况 ， 我 们 以 E 代表 酶 ，S 代 
表 底 物 ，P 代表 产物 ， 基 本 的 反应 是 EE 十 
SES 一 EP 一 E 十 P。 根 据 这 个 反应 式 ， 
在 一 段 给 定 的 时 间 内 ， 一 个 酶 分 子 可 以 
加 工 的 底 物 的 量 是 有 限 的 。 如 果 底 物 的 
浓度 增加 ， 产 物 形成 的 速率 也 会 增加 到 
一 个 最 大 的 值 (图 3-45)。 在 这 一 点 酶 被 
底 物 所 饱和 ， 反 应 的 速率 View) 只 取 
决 于 酶 可 以 以 怎样 的 速度 加 工 底 物 。 这 
个 由 酶 浓度 区 分 的 最 大 速率 叫做 转换 数 
量 。 转换 数量 通常 是 每 秒 每 个 酶 分 子 催 
化 1000 个 底 物 分 子 ， 现 在 已 知 转换 数量 
可 以 为 1 一 10 000, 

另外 一 个 用 来 描述 酶 促 反 应 的 动力 
参数 是 K。， 它 是 当 酶 促 反应 速度 达到 最 


大 反应 速度 一 半 (0. 5V。) 时 的 底 物 浓度 (E 3-45)。K。 越 低 意 味 着 酶 促 反 应 达到 最 大 反应 
速度 时 的 底 物 浓度 越 低 ， 它 还 可 以 反应 酶 对 底 物 的 亲和力 ， 高 的 Ka 值 对 应 低 的 亲和力 。 这 
个 描述 酶 促 反 应 特征 的 方法 在 专题 3-3 中 有 详细 说 明 。 


ESITA 


专题 3-3 用 来 研究 酶 的 一 些 方法 


为 什么 要 分 析 酶 的 动力 学 ? 

酶 是 已 知 的 特异 性 和 效率 最 高 的 催化 剂 。 了 解 其 机 
制 可 以 为 新 药 发 现 、 大 规模 工业 化 生产 化 学 物质 、 
了 解 细胞 和 器 官 的 化 学 特性 提供 一 个 重要 的 工具 。 
详细 研究 由 纯化 的 酶 催化 的 化 学 反应 的 速率 ， 更 详 
细 的 是 当 外 界 条 件 变化 ， 如 底 物 、 产 物 、 抑 制剂 以 
及 调节 配 体 的 浓度 变化 时 ,化 学 反应 速率 的 变化 ， 


这 使 得 生物 化 学 家 能 精确 地 计算 每 个 酶 是 如 何 工作 
的 。 例 如 ， 通 过 图 2-73 中 糖 酵 解 中 的 ATP 合成 的 
反应 ， 我 们 可 以 知道 这 种 重要 的 酶 促 反应 途径 。 

在 这 个 专题 中 ， 我们 介绍 了 酶 动力 学 的 重要 领 
域 ， 从 中 我 们 可 以 得 到 很 多 细胞 内 的 化 学 反应 特征 。 


稳定 状态 酶 动力 学 
很 多 酶 只 有 一 个 底 物 ， 它们 与 之 结合 ， 并 按照 图 
3-50 (A) 的 方式 对 其 进行 加 工 产生 产物 。 在 这 种 情 
况 下 ， 反 应 可 以 这 样 表示 

E+S 7 SEs EHP 
这 里 我 们 假设 逆反 应 ， 即 E+P 产 生 EP 和 ES 的 反 
应 发 生 的 概率 很 低 ， 可 以 被 忽略 。 在 这 种 情况 下 ， 
我 们 知道 反应 的 速率 V 可 以 表示 为 

V=ke [ES] 

[ES] 表示 酶 底 复合 物 的 浓度 ，k 是 转换 数 ， 即 一 
个 速度 常数 ， 表 示 的 是 每 秒 每 分 子 酶 加 工 的 底 物 分 
子 的 数量 。 
但 是 [ES] 的 值 如 何 和 我 们 已 知 的 浓度 相关 ， 即 酶 
的 总 浓度 CE] 和 底 物 的 总 浓度 [S]。 当 酶 和 底 物 
混合 时 ，[ES] 的 浓度 会 快速 的 从 零 升 到 一 个 稳定 
状态 ， 如 下 图 所 示 


: 


在 这 个 状态 ，[ES] 是 一 个 常数 ， 所 以 


ES 4i k-i [ES] 二 ka， CES] 的 速度 
SESAR k CEILS) 的 速度 


或 者 ， 因 为 自由 的 酶 分 子 的 浓度 [E] 等 于 [E] 一 
[ES] 


[Es] = (r 
k 


= (gt) (LE] — [ES]) [s] 


) CEIS] 


重 排 得 到 K。 


ka thew 


得 到 
re] = LEIS, 
[ES] -P 


RA Vk [ES]， 我 们 得 到 著名 的 Michaelis-Men- 
ton 方 程 〈 米 氏 方程 ) 


随 着 [S] 的 不 断 增加 ， 所 有 的 酶 分 子 会 和 底 物 结合 
到 稳定 状态 ; 在 这 一 点 上 ， 当 V==Vow = ka [E] 
时 ， 反 应 会 达到 最 大 速率 Vows。 


VV LS 
Ka+ [S] 


双 倒 数 曲 线 

典型 的 V 对 [S] 根据 米 氏 动力 学 作 图 可 得 到 如 下 
图 形 。 从 这 个 图 中 我 们 不 能 直接 清楚 地 得 到 Vo 和 
Kn 的 值 . 


生产 物 结构 稳定 速率 (hmols) 


y 


IS} mmol/L 


为 了 从 这 些 数 据 中 得 到 Vm 和 Ks。， 可 采用 一 个 双 倒 
数 曲线 ， 在 这 个 图 中 米 氏 图 被 重新 排列 ， 所 以 1/V 
可 以 对 1/ [S] 作 图 。 


w= (#"=) (rs) H/V mes 


“10 


Kay Ker 和 Ko/Kw 的 意义 

如 前 所 述 ，K。 可 以 用 来 表示 底 物 和 酶 的 亲和力 ， 
4 V=0. 5V, Ka= [S]. 一 般 来 说 ，Ks 值 小 
意味 着 和 底 物 的 结合 能 力 强 。 


| :表示 酶 的 转换 数 。 在 低 的 底 物 浓度 下 ， 当 [S] < 


， 大 部 分 酶 处 于 自由 状态 。 我 们 可 以 认为 
[EJ， 所 以 米 氏 方程 变 为 V=kw /Ks[EJ[S]。 


| 因此 ，k./K。 的 比例 等 于 自由 酶 和 自由 底 物 反应 的 


速率 。 

比较 同一 种 酶 的 不 同 底 物 的 ke,/Kv 值 ， 或 者 是 两 
种 酶 与 其 相应 的 不 同 底 物 的 值 ， 被 广泛 地 用 来 作用 
测量 酶 反应 效率 的 常数 。 


| 简单 地 说 ， 在 这 个 专题 中 , 我 们 讨论 了 只 有 一 个 底 


物 时 酶 的 动力 学 ， 如 溶菌 酶 。 大 多 数 酶 有 两 个 底 物 ， 
其 中 一 个 通常 是 活性 载体 分 子 ， 如 NADH 或 
者 ATP。 

相似 的 ， 但 是 更 为 复杂 的 是 分 析 这 种 酶 的 动力 
学 一 一 底 物 的 结合 是 有 顺序 的 ， 而 且 在 反应 通路 中 
存在 共 价 中 间 物 〈 图 2-73). 


某 些 酶 是 扩散 限制 的 
某 些 酶 的 Ko 、kAe, 、A-,/Kw 如 下 所 示 : 


m 底 物 Male Km hea /Km 
Hmol/L) | /[s/ (mol/1)] 

Zommoantiw | Lemak |1.4x10 | 9x105 | .exios 
aea | mo | oar | 1 e107 
“sesxmem | seam | 8X102 [sxa0- | 1 6X108 


EAI A BG AMIE Py Ba Ae I OY TRE J EH 
所 以 kn/Ks 的 最 大 值 受 碰撞 速率 的 限制 。 如 果 每 
次 碰撞 可 以 形成 一 个 酶 底 复合 物 ， 根 据 扩 散 理论 我 
们 可 以 算出 ee/Kn 的 值 为 10 ~ 10° s/ (mol/L), 
这 样 所 有 接 下 来 的 步骤 可 以 迅速 发 生 。 因 此 ， 如 乙 
酰 胆 碱 酯 酶 和 延 胡 索 酸 酶 被 称 作 “ 完 美的 酶 "， 它 们 
在 每 一 次 与 底 物 的 碰撞 中 都 会 将 底 物 转换 为 产物 。 


二 让 全 


酶 通过 选择 性 的 稳定 转换 状态 加 速 反应 


酶 催化 的 化 学 反应 可 以 达到 极 高 的 反应 速率 ， 比 其 他 任何 合成 的 催化 剂 的 效率 要 高 很 多 。 
这 么 高 的 效率 归功 于 很 多 因素 。 第 一 ， 酶 可 以 增加 催化 位 点 局 部 的 底 物 浓度 ， 并 且 可 以 使 所 
有 参与 化 学 反应 的 合适 的 原子 处 于 正确 的 方向 。 更 重 PR 
要 的 是 ， 催 化 作用 直接 决定 了 某 些 结合 能 量 。 底 物 分 应 的 活化 能 
子 在 形成 最 终 反 应 产物 的 过 程 中 通过 一 系列 中 间 态 改 
变 其 构象 和 电子 分 布 。 达 到 最 不 稳定 的 过 渡 态 所 需要 
的 自由 能 称 为 活化 能 ， 它 是 决定 反应 速率 的 主要 因素 ， 
酶 对 于 过 滤 态 的 底 物 有 较 高 的 亲和力 。 因 为 这 种 亲 和 上 ee 
力 减少 了 到 达 过 渡 态 所 需要 的 能 量 ， 通 过 降低 活化 能 ， 
酶 可 以 快速 地 催化 化 学 反应 (PA 3-46). B 

最 重要 的 关于 稳定 过 渡 态 可 以 增加 反应 速率 的 证 
据 来 自 于 抗体 的 产生 是 一 个 类 似 于 酶 的 过 程 。 试 想 一 PP 
Fo 水解 一 个 氨基 ， 它 和 和 蛋白 质 中 连接 两 个 相 邻 氨基 
酸 的 肽 键 类 似 。 在 水 溶液 中 ， 根 据 图 3-47 CA) 的 机 SiR weit 
制 水 解 一 个 氨基 是 非常 慢 的 。 在 中 间 态 ， 或 过 渡 态 ， 
中 基 碳 原子 与 4 个 原子 相连 而 处 于 一 个 四 面体 的 角落 站 1 a TEREE 
上 。 在 产生 单 克隆 抗 体 过 程 中 ， 抗 体会 和 一 个 不 稳定 (By 需要 经 过 一 些 过 和 态 。 过 流 太 的 商 能 量 
的 四 面体 中 间 产 物 的 稳定 的 类 似 物 结合 ， 这 样 就 实现 “sr 和 ESr) 决定 了 活化 能 并 限制 了 反应 速率 。 
了 抗体 分 子 作 为 酶 的 功能 [图 3-47(B)]。 因 为 这 种 催 (Sa iets P 一 反应 产物 ) 
化 性 抗体 和 四 面体 中 间 物 结合 并 使 之 稳定 ， 所 以 它 使 自发 水 解 氨基 的 速度 增加 了 10 000 倍 。 


酶 可 以 同时 产生 酸 催化 和 碱 催化 作用 


图 3-48 比较 了 5 种 酶 的 自发 反应 速率 和 相应 的 酶 催化 的 反应 速率 。 催 化 速度 可 达到 
10 一 10”。 酶 是 比 催化 性 的 抗体 要 好 的 催化 剂 。 酶 不 仅 和 过 渡 态 紧密 结合 ， 而 且 它们 可 以 
精确 定位 那些 因为 直接 参与 形成 或 断裂 共 价 键 而 改变 其 电子 分 布 的 原子 。 将 肽 键 壮 于 一 个 
没有 了 酶 ， 而 只 有 强酸 或 者 强 碱 的 环境 中 ， 肽 键 可 以 被 水 解 ， 详 细 说 明 见 图 3-49 (D) 。 酶 是 
非常 独特 的 ， 它 可 以 同时 利用 酸 催化 和 碱 催化 作用 ， 这 需要 酸性 残 基 和 碱 性 残 基 不 发 生 相 
互 结合 〈 在 溶液 中 它们 通常 都 会 结合 ) ， 紧 密 地 结合 到 蛋白 质 自身 的 刚性 骨架 上 [图 3-49 
(D)]。 

酶 和 其 相应 的 底 物 需要 精确 的 配对 。 利 用 遗传 工程 ， 对 酶 活性 中 心 的 一 个 微小 的 改变 都 
可 能 产生 严重 的 影响 。 例 如 ， 用 天 冬 氨 酸 代替 一 个 谷 氨 酸 后 ， 使 起 催化 作用 羧基 仅仅 偏离 了 
1A (相当 于 一 个 氨 原 子 的 半径 )， 但 是 却 使 这 个 酶 的 活性 降低 了 1000 ff. 


溶菌 酶 揭示 了 酶 是 怎样 发 挥 作用 的 


为 了 解释 酶 是 如 何 催化 化 学 反应 的 ， 我 们 以 溶菌 酶 为 例 ， 它 在 鸡蛋 清 、 唾 液 、 眼 泪 和 其 

他 分 泌 物 中 作为 一 个 天 然 的 抗菌 物质 。 溶 菌 酶 催化 细菌 细胞 壁 的 多 糖水 解 。 由 于 细菌 细胞 辟 
处 于 一 定 的 渗透 压 下 ， 所 以 少量 多 糖 的 水 解 就 会 导致 细胞 壁 的 裂解 和 细胞 的 崩溃 。 溶 菌 酶 是 
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(B) 转变 阶段 的 类 似 物 催化 酰胺 水 解 
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图 3-47 催化 性 抗体 
由 抗体 稳定 的 过 渡 态 可 以 产生 酶 分 子 。 (A) 水 解 氨基 的 反应 经 过 了 4 步 中 间 反 应 到 达 高 能 基 的 过 渡 态 。 
B 左边 的 分 子 共 价 交 联 到 一 个 蛋白 质 上 ， 可 以 作为 抗原 产生 抗体 和 图 中 分 子 的 黄色 区 域 紧密 结合 。 因 为 
该 抗体 分 子 也 可 以 和 (A 的 过 滤 态 结合 ， 所 以 它 具 有 酶 的 功能 ， 可 以 有 效 地 储 化 右边 分 子 氨基 的 水 解 


未 催化 催化 


图 3-48 ”由 5 种 不 同 的 酶 催化 的 反应 
(修改 自 A. Radzicka and R. Wolfenden, Science 267: 90~93, 1995.) 


一 个 分 子 质量 小 ， 且 非常 稳定 的 蛋白 质 ,. 很 容易 被 大 量 分 离 。 因 为 这 些 原因 ， 人 们 对 它 的 研 
究 很 透彻 ， 它 是 第 一 个 用 X 射线 衍射 阐明 其 原子 结构 的 酶 

溶菌 酶 催化 的 反应 是 水 解 反 应 : 一 分 子 水 加 入 到 多 糖 链 上 的 两 个 相 邻 糖 基 的 一 个 键 上 ， 
而 使 键 断 开 〈 图 2-19) 。 这 个 反应 是 能 量 偏好 的 ， 因 为 切断 的 多 糖 链 的 自由 能 比 完整 链 的 自由 
能 要 低 。 但 是 ， 纯 的 多 糖 链 在 水 中 可 以 稳定 存在 很 长 时 间 而 不 发 生 降解 。 这 是 因为 存在 一 个 
能 量 屏障 ,已 在 第 2 章 讲述 过 (图 2-46) 。 一 个 水 分 子 要 想 破坏 连接 两 个 糖分 子 的 键 ， 必 须要 
求 多 糖 链 弯曲 成 一 个 特殊 的 形状 一 一 过 渡 态 ， 键 周围 的 原子 必须 改变 其 几何 构象 和 电子 分 布 。 
由 于 这 个 扭曲 ， 在 反应 发 生前 必须 通过 随机 碰撞 产生 大 量 的 活化 能 。 在 室温 下 水 溶液 中 ， 碰 
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F349 酸 催化 和 碱 催化 
CA) 图 3-47 (A) 中 表示 初始 的 未 催化 的 反应 ， 蓝 色 表示 水 和 王 基 上 的 电子 分 布 。(B) 酸 可 以 为 其 他 
原子 提供 一 个 质子 (H* )。 通 过 和 羔 基 氧 配对 ， 酸 促使 电子 从 湾 基 碳 上 离开 ， 使 该 原子 易于 和 被 攻击 
的 水 分 子 上 的 带 负电 的 氧 原子 相互 吸引 。(C) 碱 易于 夺取 H+ 。 通 过 和 攻击 的 水 分 子 上 的 氢 原 子 配对 ， 
碱 促 使 电子 朝向 水 分 子 中 的 氧 ， 使 其 成 为 六 基础 易 攻击 的 基 团 。(D) 当 所 有 的 原子 在 表面 处 于 一 个 正 
确 的 位 置 时 ， 酶 分 子 可 以 同时 起 到 酸 催化 和 碱 催 化 的 作用 


(B) 


图 3-50 溶菌 酶 催化 的 反应 
《A) 溶菌 酶 〈 以 表示) 催化 其 底 物 (O 多 糖 链 的 切割 。 酶 首先 和 链 结合 形 成 一 个 酶 底 复合 物 “ES)， 接 着 催化 多 粮 
链 骨 架 特异 共 价 键 的 切割 ， 形 成 酶 -产物 复合 物 〈EP) 并 迅速 解 离 。 切 断 的 链 (产物 P) 的 释放 使 酶 可 以 作用 于 其 余 的 
底 物 分 子 。(B) 溶菌 酶 分 子 结合 短 的 切割 前 的 多 糖 链 的 空间 填充 模型 [(B) 经 Richard J. Feldmann 许可 ] 


a 


撞 的 能 量 不 会 超过 活化 能 。 结 果 ， 水 解 发 生得 极其 缓慢 或 者 根本 不 发 生 。 

当 多 糖 链 结合 到 溶菌 酶 上 后 这 个 状况 就 会 发 生 极 大 的 改变 。 由 于 其 底 物 是 一 个 聚 体 ， 溶 
菌 酶 的 活性 中 心 形成 一 个 长 形 凹 穴 ， 可 以 同时 容纳 6 个 糖分 子 。 随 着 多 糖 结合 到 溶菌 酶 上 形 
成 一 个 酶 底 复合 物 ， 酶 通过 插入 1 分 子 水 到 糖 - 糖 键 之 间 而 切断 多 糖 。 产 物 链 的 释放 非常 快 ， 
使 得 有 更 多 的 酶 进行 循环 反应 〈 图 3-50) 。 

溶菌 酶 结合 其 相应 底 物 的 化 学 本 质 和 抗体 结合 抗原 的 化 学 基础 是 一 致 的 一 一 形成 多 个 非 
共 价 键 。 但 是 ， 溶 菌 酶 和 其 多 糖 底 物 的 结合 采用 一 种 特殊 的 方式 ， 将 断裂 的 键 涉 及 的 2 个 糖 
分 子 中 的 一 个 发 生 扭 曲 ， 偏 离 其 原始 的 、 正 常 的 、 稳 定 的 构象 。 将 断裂 的 键 同时 也 靠近 酶 的 
两 个 酸性 氨基 酸 〈 一 个 谷 氨 酸 和 一 个 天 冬 氨 酸 ) 活性 中 心 。 

溶菌 酶 活性 中 心 的 微 环境 就 形成 了 这 样 一 个 合适 的 条 件 可 以 减少 水 解 所 需要 的 活化 能 。 
图 3-51 显示 了 1967 年 提出 的 酶 促 反应 的 过 程 。 


产物 


ADIL AO EAE, TE 最 终 水 解 的 产物 是 一 个 四 糖 
分 别 标 为 A-F，D 和 E 显 示 如 下 MEREM) 
CH,OH CH,OH 
ABG, k À ABES 4 4 3 + 
o A Wo EW ° ° Wn o o E g 
CH,OH MNE CH:OH 


iy CH,OH 


Ee LOH a 


AAR MILER, DARE 


Ei ê 这 的 快速 加 入 完成 了 
形成 一 个 紧 AME 电 DA EPH IE MOREA KALER. SEME I TAR 
lu35， HSC 上 的 负电 x 

Shh RAL FH'Y ie 型 和 Glu35， 形 成 酶 -产物 复合 体 


图 3-51 经 典 的 在 溶菌 酶 活性 中 心 发 生 的 事件 
上 面 左边 和 右边 的 图 分 别 描述 了 自由 的 底 物 和 自由 的 产物 ， 而 其 余 三 个 图 描述 的 是 在 酶 活性 中 心 发 生 的 一 系列 事件 ， 注 
意 在 酶 - 底 物 复合 物 中 精 D 的 构象 变化 ; 如 中 间 专 题 所 示 ， 我 们 假设 此 糖 在 不 稳定 的 过 滤 态 中 带 正 电 。 但 是 ， 最 近 的 研 
究 发 现 这 个 标准 教科 书 的 观点 是 不 正确 的 。 相 反 ，Asp52 与 碳 原子 形成 的 共 价 键 是 带 正 电 的 。 这 个 共 价 键 在 下 一 步 随 着 
水 分 子 参与 到 此 反应 中 ， 立 即 被 破坏 


1. 酶 感受 底 物 以 后 使 某 些 重要 的 参与 化 学 反应 的 化 学 键 弯 曲 ， 在 反应 中 途 ， 致 使 底 
构象 成 为 一 个 能 量 较 高 的 过 渡 态 。 

2. 虽然 酶 周围 的 环境 是 处 于 一 个 中 性 的 pH 条 件 ， 酶 活性 中 心 的 谷 氨 酸 的 酸性 侧 链 通过 
提供 一 个 高 浓度 的 质子 化 的 H RRE) 加 速水 解 反应 。 


3. 天 冬 氨 酸 的 负电 荷 可 以 稳定 正 电荷 的 过 渡 态 〈 碱 催化 ) 。 
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如 图 注 中 所 示 ， 溶 菌 酶 反应 的 经 典 观点 需要 修改 。 特 别 是 ， 在 过 渡 态 会 形成 一 个 四 面体 
中 间 产 物 ， 该 中 间 产 物 是 由 天 冬 氨 酸 暂时 共 价 地 加 到 切割 位 点 处 的 碳 原子 上 形成 的 。 

相似 的 原理 可 以 被 应 用 到 其 他 酶 促 反 应 中 ， 通 过 降低 活化 能 来 加 速 其 所 催化 的 反应 。 涉 
及 两 个 或 两 个 以 上 反应 物 时 ， 活 性 中 心 会 作为 一 个 模板 或 者 模型 ， 使 参与 反应 的 底 物 聚 集 在 
一 个 合适 的 方向 [图 3-52 (A)]。 正 如 溶菌 酶 ， 酶 的 活性 中 心包 含 精确 定位 的 原子 ， 通 过 带 
电 基 团 改变 底 物 的 电子 分 布 而 加 速 化 学 反应 [图 3-52 (B)]。 底 物 与 酶 的 结合 也 会 改变 底 物 
的 形状 ， 弯 曲 的 化 学 键 使 底 物 向 过 渡 态 转变 [图 3-52 (C)]。 最 后 ， 如 溶菌 酶 ， 很 多 酶 在 催 
化 反应 时 会 在 底 物 和 酶 的 一 个 侧 链 之 间 形 成 共 价 键 。 接 下 来 的 反应 步骤 会 使 侧 链 逐 渐 恢复 成 
其 原始 的 状态 ， 所 以 在 反应 结束 后 ， 酶 没有 发 生变 化 〈 图 2-73)。 


酶 结合 两 个 底 物 分 子 ， 酶 和 底 物 的 结合 导致 酶 扭曲 底 物 分 子 ， 
精确 地 控制 其 方向 便于 底 物 电子 的 重 排 ， 产 生 部 使 其 形成 利于 反应 的 
反应 发 生 BEARS PELAD: wa 


图 3-52 酶 催化 的 一 些 策略 
(A) 和 底 物 形成 一 个 精确 的 排列 ;(B) 反应 中 间 物 的 电荷 稳定 性 ;〈C) 改变 底 物 的 键 角 增加 反应 的 速率 


与 小 分 子 的 高 亲 和 性 赋予 了 蛋白 质 额 外 的 功能 


虽然 我 们 已 经 强调 过 蛋白 质 的 多 功能 性 由 氨基 酸 链 来 执行 ， 但 是 在 很 多 情况 下 仅 依靠 氨 
基 酸 自身 是 不 够 的 。 正 如 人 使 用 工具 来 增强 其 手 的 能 力 ， 蛋 白质 也 会 利用 非 蛋白 质 小 分 子 来 
执行 其 功能 ， 而 这 些 仅 利用 氨基 酸 是 很 难 或 根本 不 可 能 完成 的 。 例 如 ， 信 号 受 体 蛋白 视 紫 红 
质 (rhodopsin) 是 视网膜 中 光 受 体 细 胞 产生 的 ， 可 以 通过 嵌入 该 蛋白 质 的 小 分 子 视 黄 醋 
Cretinal) 来 感应 光 信号 [图 3-53 (A)]。 当 视 黄 醛 吸 收 一 个 光子 以 后 ， 其 构象 会 发 生变 化 ， 
这 个 改变 使 得 蛋白 质 诱发 一 系列 级 联 酶 促 反 应 ， 最 终 导致 电信 号 被 大 脑 接收 。 

另外 一 个 含有 非 蛋白 质 成 分 的 蛋白 质 是 血红 蛋白 〈 图 3-23)。1 分 子 的 血红 蛋白 包含 4 分 
子 环 状 的 血红 素 ， 每 一 分 子 有 一 个 中 央 的 铁 原子 [图 3-53 (B)]。 血 红 素 使 血红 蛋白 〈 血 液 ) 
成 为 红色 。 通 过 铁 原 子 它 可 以 和 氧气 可 逆 结 合 ， 使 得 血红 蛋白 在 肺 部 吸收 氧气 ， 在 组 织 中 释 
放 氧 气 。 

有 时 候 小 分 子 与 蛋白 质 共 价 结合 ， 并 且 这 种 结合 是 永久 性 的 ， 因 此 它 变 成 蛋白 质 分 子 自 
身 的 一 个 部 分 。 在 第 10 章 中 我 们 会 看 到 蛋白 质 通过 和 脂 分 子 共 价 结合 而 锚 定 在 细胞 膜 上 。 而 
位 于 细胞 表面 的 膜 蛋 白 或 分 泌 到 细胞 外 的 膜 蛋 白 通常 和 糖 或 多 糖 共 价 结 合 。 

酶 中 的 小 分 子 或 金属 原子 通常 和 其 活性 中 心 密切 相关 ， 并 且 可 以 帮助 其 催化 功能 。 例 如 ， 
MIKA (carboxypeptidase) 可 以 切断 多 肽 链 ， 其 活性 中 心 有 一 个 紧密 结合 的 锌 离子 。 在 酶 切 
割 多 肽 链 的 过 程 中 ， 锌 离子 和 底 物 的 一 个 原子 暂时 形成 一 个 化 学 键 ， 帮 助 水 解 反应 。 在 其 他 
酶 中 ， 小 的 有 机 分 子 有 类 似 的 作用 。 这 些 有 机 分 子 通常 叫做 辅酶 。 一 个 典型 的 例子 是 生物 素 ， 
它 帮 助 羧基 〈 一 COO 一 ) 从 一 个 分 子 向 另 一 个 分 子 转移 〈 图 2-63)。 生 物 素 通过 和 羧基 形成 
暂时 的 共 价 键 参 与 化 学 反应 ， 它 比 任何 构成 蛋白 质 的 氨基 酸 更 适合 这 个 反应 。 人 自身 不 能 合 
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图 3-53 视 黄 醛 和 血红 素 


CA) 视 黄 醛 的 结构 。 它 是 光敏 感 分 子 ， 在 眼睛 中 与 视 紫 红 质 结合 。 (B) 血红 素 的 结 
构 。 含 有 碳 原子 的 血红 素 环 是 红色 的 ， 铁 原子 位 于 其 中 央 是 橙色 的 。 一 个 血红 素 分 子 
和 血红 蛋白 的 4 条 多 肽 链 结合 ， 图 3-23 中 有 该 携带 氧气 的 蛋白 质 的 结构 


成 该 物质 ， 所 以 我 们 必须 在 饮食 中 补充 ， 如 很 多 其 他 的 辅酶 一 样 ， 生 物 素 是 一 种 维生素 A 
R 3-2)。 其 余 的 维生素 构成 其 他 小 分 子 ， 这 些小 分 子 是 蛋白 质 的 必要 组 分 。 例 如 ， 我 们 需要 
在 饮食 中 补充 维生素 A 来 生成 视 黄 醛 〈 视 紫红 质 的 光敏 感 部 分 ) 。 


表 3-2 很 多 维生素 为 人 类 细胞 提供 必需 辅酶 


维生素 辅酶 酶 催化 的 反应 需要 这 些 辅酶 

MURR CHEER B) SPR Me CREAM Ai A 

核 黄 案 ( 维 生 素 B FADH 氧化 -还 原 

烟 酸 NADH, NADPH 氧化 -还 原 

泛酸 辅酶 A 酰基 的 激活 和 运输 

维生素 Bs MEERE 参与 氨基 酸 活化 的 反应 

生物 案 生物 案 CO: 的 活化 和 运输 

HEM iP RE 酰基 活化 ;氧化 -还 原 

叶酸 四 氢 叶 酸 酯 单 碳 基 团 的 激活 和 运输 

维生素 Biz 钴 胺 素 辅酶 异 构 作 用 和 甲 基 基 团 的 运输 
多 酶 复合 物 帮 助 增加 细胞 代谢 速率 


酶 对 化 学 反应 的 催化 效率 对 维持 生命 是 很 关键 的 。 实 际 上 ， 细 胞 必须 和 不 可 避免 的 蛋白 
质 相 竞争 ， 如 果 不 注意 ， 会 使 大 分 子 越 来 越 无 序 。 如 果 所 需 的 反应 的 速率 没有 侧 链 竞争 反应 
的 速率 低 ， 一 个 细胞 很 快 就 会 死亡 。 通 过 测量 ATP 的 消耗 水 平 可 以 了 解 细胞 代谢 的 速率 。 一 
个 典型 的 哺乳 细胞 每 1 或 2 分 钟 即 “转换 ”( 如 水 解 和 磷酸 化 恢复 ) 其 ATP 库 。 对 于 每 个 细 
胞 ， 这 种 转换 代表 了 每 秒 利用 107 个 分 子 ATP (或 对 于 人 来 说 ， 每 分 钟 利用 lg ATP), 

因为 酶 催化 反应 的 高 效 性 ， 细 胞 中 的 代谢 速率 是 非常 快 的。 很 多 重要 的 酶 的 效率 之 高 以 
致 不 需要 另外 的 改进 。 限 制 反应 速度 的 因素 并 不 是 酶 催化 反应 的 能 力 ， 而 是 酶 与 底 物 碰撞 的 
频率 。 这 种 反应 是 扩散 限制 的 。 
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如 果 酶 促 反 应 是 扩散 限制 的 ， 那 么 它 的 速度 取决 于 酶 和 底 物 共同 的 浓度 。 如 果 一 个 反应 
的 速度 要 求 非常 快 ， 那 么 参与 反应 的 中 间 代 谢 产物 和 酶 的 浓度 都 必须 非常 高 。 但 是 ， 试 想 一 
下 ， 细 胞 中 的 反应 如 此 之 多 ， 可 以 达到 的 底 物 的 浓度 是 有 限 的 。 实 际 上 ， 很 多 代谢 物 的 浓度 
只 有 微 摩尔 (10“mol/L)， 而 且 大 部 分 酶 的 浓度 更 低 。 那么 怎么 样 维持 细胞 内 快速 的 代 
谢 呢 ? 

答案 在 于 细胞 组 分 的 空间 结构 组 织 。 通 过 把 参与 一 系列 代谢 反应 的 酶 聚 在 一 起 形成 一 个 
大 的 蛋白 质 集合 ， 如 多 酶 复合 物 〈 图 3-54) 就 可 以 在 不 需要 增加 底 物 浓度 的 情况 下 提高 反应 
速度 。 因 为 这 种 方式 可 以 使 酶 A 的 产物 直接 运输 到 酶 B 上 ， 依 次 类 推 ， 扩 散 的 速度 不 需要 限 
制 ， 甚 至 当 细胞 中 的 底 物 浓度 作为 整体 时 仍然 很 低 。 这 并 不 令 人 感到 惊讶 ， 这 种 多 酶 复合 物 
是 很 常见 的 ， 它 们 参与 到 细胞 代谢 的 各 个 方面 ， 包 括 遗 传 中 心 DNA, RNA 的 加 工 ， 蛋 白质 
的 合成 。 实 际 上 ， 真 核 细胞 中 很 少 种 类 的 酶 是 自由 扩散 于 溶液 中 的 ， 大 多 数 酶 都 有 结合 位 点 
和 其 他 功能 相关 的 蛋白 质 在 细胞 的 特定 区 域 结 合 ， 提 高 其 浓度 和 催化 的 反应 的 速度 和 效率 。 
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354 ”丙酮 酸 脱氧 酶 的 结构 
这 个 酶 复合 物 催化 丙酮 酸 转变 为 乙酰 CoA， 是 糖 氧化 为 水 和 二 氧化 碳 的 中 间 反 应 。 这 
个 例子 表明 大 的 多 酶 复合 物 其 反应 中 间 物 是 如 何 直接 从 一 个 酶 传递 到 另 一 个 酶 的 


真 核 生物 也 有 另 一 种 方式 来 提高 代谢 速度 ， 即 利用 细胞 内 的 膜 系统 。 这 些 膜 可 以 将 特定 
的 底 物 及 其 相应 的 酶 封闭 在 一 个 特定 的 细胞 器 内 ， 如 内 质 网 或 者 细胞 核 。 如 果 一 个 细胞 器 占 
有 细胞 内 体积 的 1/10， 反 应 物 在 细胞 器 内 的 浓度 比 同一 个 细胞 内 不 处 于 细胞 器 内 的 反应 物 浓 
度 高 10 倍 。 因 为 反应 与 扩散 的 速度 的 关系 ， 其 速度 会 提高 10 倍 。 
酶 的 催化 活性 可 以 被 调节 

一 个 活 细胞 包含 成 千 上 万 种 酶 ， 很 多 会 在 同一 时 间 、 细 胞 的 同一 空间 起 作用 。 通 过 其 催 
化 作用 ， 这 些 酶 产生 了 一 个 复杂 的 代谢 通路 网 络 ， 每 种 包含 化 学 反应 链 ， 一 个 酶 的 产物 是 另 
一 个 酶 的 底 物 。 在 这 个 迷宫 般 的 体系 中 ， 有 很 多 支 路 不 同 的 酶 竞争 同一 个 底 物 。 这 个 系统 是 
如 此 的 复杂 (图 2-88), ， 所 以 需要 一 套 精 确 的 调控 系统 来 调节 每 个 反应 在 何 时 何 地 以 何 种 速度 
发 生 。 

调控 在 很 多 水 平 上 起 作用 。 一 个 水 平 是 ， 通 过 调节 编码 这 种 酶 的 基因 的 表达 水 平 来 调控 
每 种 酶 的 分 子 数目 (讨论 见 第 7 章 )。 细 胞 也 通过 限制 每 种 酶 在 特定 的 由 不 同 膜 系统 控制 的 亚 
细胞 器 中 来 调节 酶 促 反 应 (讨论 见 第 12 章 和 第 14 章 )。 蛋 白质 降解 的 速度 代表 了 另外 一 个 重 
要 的 调控 机 制 。 但 是 最 快 的 、 最 常见 的 调控 方式 是 通过 酶 活性 中 心 对 特定 分 子 的 直接 的 、 可 
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逆 的 应 答 。 
最 常见 的 调控 方式 发 生 在 当 多 个 底 物 结合 到 一 个 酶 

-的 非 活性 中 心 的 调控 位 点 时 ， 因 此 改变 了 酶 催化 底 物 转 
变 的 速度 。 在 反馈 抑制 中 ， 反 应 初期 起 作用 的 酶 会 被 通 
路 的 后 续 产 物 所 抑制 。 因 此 ， 当 大 量 的 最 终 产物 开始 积 
累 时 ， 这 个 产物 会 结合 到 反应 的 第 一 个 酶 上 而 降低 催化 
反应 速度 ， 而 限制 了 接 下 来 的 底 物 进入 反应 通路 〈 图 3- 
55)。 当 通路 交叉 时 ， 有 很 多 由 不 同 的 反应 终 产物 调节 
的 控制 点 ， 每 一 种 控制 其 自身 的 合成 (图 3-56)。 反 馈 
抑制 可 以 立即 发 挥 作用 ， 而 当 产物 量 降低 时 又 很 快 地 被 
IRE 

E355 —RtwemRENRMOM 反馈 抑制 是 一 个 负 调 控 ， 它 阻止 了 一 个 酶 的 激活 。 

终 产物 Z 抑制 第 一 个 酶 。 该 酶 是 其 合成 中 的 “” 酶 也 有 正 调 控 ， 酶 的 活性 可 以 被 一 个 调节 分 子 激活 。 正 

特有 的 ， 因 此 控制 了 细胞 内 其 产物 自身 的 水 ”调控 发 生 在 当 一 个 复杂 的 代谢 通路 上 一 条 支 路 的 产物 激 
平 。 这 是 一 个 负 误 控 的 例子 活 了 另 一 条 通路 上 的 酶 的 活性 时 。 例 如 ，ADP 的 积累 激 

活 了 很 多 参与 糖 氧 化 的 酶 的 活性 ， 加 速 了 细胞 将 ADP 转化 为 ATP. 


别 构 酶 有 两 个 或 多 个 结合 位 点 相互 作用 


反馈 抑制 最 初 让 其 发 现 者 感到 非常 困惑 的 一 个 特点 是 : 调节 分 子 和 酶 底 物 的 构象 完全 不 
同 。 这 也 是 为 什么 这 种 调控 称 为 别 构 ( 来 自 于 希腊 语 allos， 意 思 是 “其 余 的 ”或 stereos， 意 
思 是 “固体 的 ”或 “三 维 ”) 的 原因 。 随 着 我 们 对 反馈 抑制 的 深入 了 解 ， 发 现 很 多 酶 分 子 表面 
至 少 包 含 两 个 不 同 的 结合 位 点 ， 一 个 识别 底 物 的 活性 位 点 ， 另 一 个 识别 调控 分 子 的 调控 位 点 。 
这 两 个 位 点 必须 相互 关联 使 发 生 在 活性 中 心 的 催化 反应 被 结合 在 蛋白 质 表面 的 另外 一 个 位 点 
的 调控 分 子 所 影响 。 

一 个 蛋白 质 分 子 表面 分 隔 的 位 点 之 间 的 相互 作用 依赖 于 蛋白 质 的 构象 变化 : 结合 于 一 个 
位 点 会 使 蛋白 质 从 一 个 构象 变化 为 另外 一 个 不 同 的 构象 。 在 反馈 抑制 中 ， 一 个 抑制 剂 结合 在 
一 个 蛋白 质 上 会 使 蛋白 质变 为 另外 一 个 构象 ， 其 活性 中 心 〈 位 于 蛋白 质 另外 一 个 地 方 ) 失 活 。 

大 多 数 酶 是 别 构 酶 。 这 种 酶 有 两 个 或 多 个 不 同 的 构象 ， 一 个 配 体 的 结合 可 以 使 构象 发 生 
转变 而 改变 其 活性 。 这 个 效应 不 仅 在 酶 中 ， 在 很 多 其 他 的 蛋白 质 ， 如 受 体 、 结 构 蛋 白 和 动力 
蛋白 中 也 存在 。 别 构 调节 不 是 一 个 神秘 的 事件 : 蛋白 质 的 每 种 构象 有 不 同 的 表面 结构 ， 当 蛋 
白质 的 构象 发 生变 化 时 ， 其 配 体 结合 特性 也 会 发 生变 化 。 而 且 我 们 接 下 来 将 会 讨论 ， 每 个 配 
体 结合 在 其 紧密 的 构象 上 时 ， 会 稳定 该 结构 ， 高 浓度 的 配 体 可 以 使 蛋白 质 的 构象 发 生 转 变 。 


两 个 配 体 如 果 其 结合 位 点 是 偶 联 的 ， 将 会 相互 影响 各 自 的 结合 性 


蛋白 质 上 的 配 体 结合 性 的 影响 来 自 一 个 基本 的 化 学 原理 一 一 连锁 。 假 设 一 个 蛋白 质 可 以 
结合 葡萄 糖 ， 也 可 以 利用 其 表面 的 远程 结合 位 点 与 另 一 个 分 子 X 结合 。 如 果 葡 萄 糖 结合 时 会 
导致 构象 发 生变 化 ， 而 致使 蛋白 质 表面 的 X 结合 位 点 也 发 生 构象 变化 ， 而 此 构象 是 葡萄 糖 结 
合 时 构象 变化 的 一 部 分 ， 那 么 X 和 葡萄 糖 的 结合 位 点 就 是 偶 联 的 。 当 两 个 配 体 结合 别 构 蛋 白 
的 同一 个 构象 时 ， 根 据 基 础 热 动力 学 理论 ， 每 个 配 体 分 子 会 增加 蛋白 质 与 另外 一 个 配 体 的 亲 
和 性 。 因 此 ， 如 果 图 3-57 中 蛋白 质 构象 的 变化 会 使 之 和 葡萄 糖 更 好 地 结合 ， 那 么 它 同样 增加 
了 XX 结合 的 亲 和 性 ， 即 X 存在 时 ， 蛋 白质 和 葡萄 糖 的 结合 比 其 不 存在 时 会 更 加 紧密 。 
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图 3-56 多 重 反馈 抑制 
在 这 个 例子 中 出 现 的 是 细菌 内 4 种 不 同 的 氨基 酸 生物 合成 的 途径 ,红色 的 箭头 表示 哪个 产物 反馈 
抑制 酶 ， 每 个 氨基 酸 控制 其 自身 合成 特异 的 酶 ， 因 此 可 以 控制 其 自身 水 平 ， 以 免 浪 费 中 间 产 物 。 
产物 也 可 以 分 别 独 立 抑制 对 于 所 有 合成 反应 的 最 初 共同 的 反应 ;在 这 种 情况 下 ， 三 种 不 同 的 酶 催 
化 初始 反应 ， 每 一 种 被 不 同 的 产物 抑制 


相反 地 ， 如 果 两 个 配 体 倾向 于 与 蛋白 质 的 不 同 构象 结合 ， 那 么 连锁 理论 就 会 起 负 调 控 。 
在 这 种 情况 下 与 第 一 个 配 体 的 结合 ， 会 破坏 与 第 二 个 配 体 的 结合 。 因 此 ， 如 果 葡 萄 糖 结合 时 
蛋白 质 构象 的 变化 降低 了 蛋白 质 对 X 的 亲 和 性 ， 那 么 X 的 结合 必然 也 降低 了 蛋白 质 对 葡萄 糖 
的 亲 和 性 〈 图 3-58)。 连 锁 的 关系 跟 量 也 有 关 ， 如 果 葡 萄 糖 对 X 的 结合 有 很 大 的 影响 ， 那 么 
X 对 于 葡萄 糖 的 结合 也 有 很 大 的 影响 。 

图 3-57 和 图 3-58 所 示 的 关系 存在 于 所 有 的 细胞 中 。 当 我 们 回顾 起 来 时 ， 都 觉得 这 是 理 所 
当然 的 。 但 是 它 是 在 20 世纪 50 年 代 被 发 现 的 ， 在 60 年 代 的 时 候 才 有 别 构 理论 来 详细 描述 ， 
这 在 当时 是 一 个 革命 性 的 发 现 。 在 这 些 例子 中 ，X 分 子 都 和 催化 活性 位 点 相距 较 远 ， 它 需要 
葡萄 糖 或 者 其 他 结合 在 活性 位 点 的 配 体 不 发 生 任何 化 学 反应 。 正 如 我 们 刚才 所 知 ， 酶 是 以 这 
种 方式 被 调节 的 ，X 分 子 可 以 开启 〈 正 调控 ) 或 者 关闭 〈( 负 调控 ) 酶 促 反应 。 根 据 这 样 的 机 
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图 3-57 两 个 远 的 结合 位 点 的 构象 偶 联 导致 的 正 调控 
图 中 ， 葡 萄 精 和 X 分 子 与 一 个 有 两 个 结构 域 的 蛋白 质 的 闭合 构象 很 好 地 结合 。 因 为 葡萄 精 和 X 分 子 使 蛋白 
质 趋向 于 其 团 合 的 构象 ， 所 以 每 一 种 配 体 帮 助 其 余 的 配 体 结合 。 因 此， 葡萄 糖 和 X 分 子 叫做 协同 结合 
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图 3-58 两 个 远 的 结合 位 点 的 构象 偶 联 导致 的 负 调 控 
该 图 和 上 图 很 像 ， 但 是 在 这 里 X 分 子 易 于 和 蛋白 质 的 开放 构象 结合 ， 而 葡萄 糖 易 于 和 蛋白 质 的 闭合 构象 结合 。 因 
为 葡萄 精 和 X 分 子 使 蛋白 质 趋向 两 个 相反 的 构象 闭合 和 开放 )， 一 种 配 体 的 结合 影响 了 另 一 种 配 体 


制 ， 别 构 蛋白 作为 一 个 常见 的 开关 ， 允 许 细胞 中 的 一 个 分 子 影 响 别 的 分 子 的 命运 。 
对 称 的 蛋白 质 分 子 的 组 装 产生 协同 别 构 转 换 


-个 酶 的 亚 基 如 果 被 负 反馈 调控 ， 随 着 抑制 性 配 体 的 浓度 增加 100 倍 ， 其 活性 从 90% 降 
低 到 10% (图 3-59， 红 线 )。 这 种 类 型 的 应 答对 于 最 佳 的 细胞 调控 并 不 是 最 迅速 的 ， 大 多 数 
酶 通过 配 体 结合 到 包含 有 对 称 亚 基 的 分 子 上 从 而 被 调控 。 根 据 这 种 模型 ， 一 分 子 配 体 结合 到 
一 个 位 点 上 会 导致 亚 基 上 所 有 的 别 构 变 化 而 影响 其 相 邻 的 亚 基 ， 帮 助 它 们 结合 到 相同 的 配 体 
上 。 结果， 一 个 协同 别 构 转换 发 生 ( 图 3-59， 蓝 线 )， 它 利用 细胞 内 配 体 浓 度 的 微量 变化 来 开 
启 整 个 复合 体 从 一 个 完全 有 活性 的 状态 变 为 一 个 完全 无 活性 的 构象 或 相反 ) 。 
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相关 酶 的 活性 


5 
抑制 剂 的 浓度 一 一 一 


图 3-59 酶 的 活性 与 单 亚 基 或 多 亚 基 列 构 酶 抑制 配 体 浓度 的 关系 
MWEN (ELER) 其 活性 从 90% 降 低 到 10% (曲线 上 由 两 个 点 表示 ) 需要 抑制 剂 的 浓度 增加 100 倍 。 根 据 一 个 
简单 的 平衡 关系 二 [1] [P] / [IP] (P 是 一 个 活性 蛋白 质 ，! 是 抑制 剂 ，IP 是 结合 了 抑制 剂 的 非 活性 蛋白 质 ) 
计算 酶 活性 。 这 个 典型 的 曲线 可 以 适用 于 任何 简单 的 两 个 分 子 AB 的 相互 作用 。 相 反 的 是 ， 多 亚 基 别 构 酶 以 一 
种 开关 的 方式 应 答 配 体 的 浓度 变化 : 最 直接 的 应 答 是 由 于 如 图 3-60 中 的 配 体 分 子 的 协同 结合 ， 在 这 里 ， 绿 线 表 
未 两 个 抑制 配 体 分 子 协 同 结合 到 有 两 个 亚 某 的 别 构 酶 的 理想 结果 ， 蓝 线 表示 4 亚 基 别 构 酶 。 从 每 条 曲线 上 的 两 
个 点 可 以 得 出 : 越 复杂 的 酶 ， 其 活性 从 90% 下 降 到 10 闻 所 需要 的 抑制 剂 的 浓度 变化 范围 小 于 单 亚 基本 


在 协同 的 “全 或 无 ”转换 中 ， 最 容易 理解 的 是 那些 形成 对 称 二 聚 体 的 酶 。 在 图 3-60 中 所 
示 的 例子 中 ， 第 一 分 子 抑制 配 体 的 结合 是 非常 困难 的 ， 因 为 它 的 结合 破坏 了 二 聚 体 中 两 个 单 
体 之 间 的 相互 作用 。 但 是 第 二 分 子 抑制 配 体 的 结合 则 会 较 容易 一 些 ， 因 为 其 结合 保留 了 对 称 
二 聚 体 中 单 体 - 单 体 之 间 的 相互 作用 〈 几 乎 使 酶 的 活性 完全 丧失 ) 。 

配 体 与 更 大 的 复合 物 结合 能 产生 更 灵敏 的 ， 如 我 们 将 要 讨论 的 由 12 条 多 肽 链 构成 的 酶 。 


原子 水 平 上 了 解 天 冬 氢 酸 转 氨 甲 酰 酶 的 别 构 转换 


来 源 于 大 肠 杆 菌 的 天 冬 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶 是 早期 研究 别 构 调节 的 一 个 酶 。 它 催化 喀 啶 核 背 
酸 C、U 和 T 的 最 初 合成 ， 氨 甲 酰 磷酸 十 天 冬 氨 酸 -一 ” N- 毛 甲 酰 天 冬 氨 酸 。 这 个 反应 体系 的 最 
终 产物 之 一 ， 三 磷酸 胞 喀 啶 〔〈CTP)， 当 其 浓度 达到 一 定 水 平时 会 结合 到 酶 上 关闭 此 酶 促 反应 。 

天 冬 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶 是 一 个 由 6 个 调节 亚 基 和 6 个 催化 亚 基 组 成 的 大 的 复合 物 。 催 化 亚 
基 以 3 个 二 聚 体 的 形式 存在 ， 形 成 一 个 等 边 三 角形 ;2 个 三 聚 体 互相 面对面 ， 中 间 由 3 个 调 
节 二 聚 体 亚 基 作为 桥 将 其 连接 。 整 个 分 子 在 两 种 构象 [ 称 为 (紧密 的 ) 和 及 情况 〈 松 散 的 
状态 ) 之 间 进 行 协同 的 、 全 或 无 的 别 构 转换 ， 从 而 保持 平衡 。 

底 物 〈 氨 甲 酰 磷酸 和 天 冬 氨 酸 ) 结合 到 催化 三 聚 体 上 ， 随 着 CTP 分 子 的 解 离 ， 促 使 天 冬 
氨 酸 转 氨 甲 酰 酶 转变 为 其 有 活性 的 R 态 。 相 反 地 ，CTP 结合 到 调节 亚 基 上 随 着 底 物 的 解 离 ， 
促使 酶 变 为 无 活性 的 工 态 。 这 CTP 和 底 物 之 间 的 关系 与 图 3-58 中 简单 的 别 构 蛋 白 的 调控 机 
制 是 相同 的 。 但 是 由 于 竞争 发 生 在 有 多 个 结合 位 点 的 对 称 分 子 上 ， 酶 采用 了 一 个 协同 的 别 构 
调节 来 迅速 调节 酶 的 状态 变化 ， 底 物 积累 时 (形成 RA) 开启 酶 活 ，CTP 积累 时 (形成 下 
态 ) 关闭 酶 促 反 应 。 

运用 生物 化 学 手段 和 X 射线 晶体 衍射 阐明 了 很 多 别 构 转换 的 细节 。 每 个 调节 亚 基 有 两 个 
结构 域 ，CTP 的 结合 促使 两 个 结构 域 的 构象 接近 ， 它 们 的 功能 就 像 一 个 杠杆 旋转 着 两 个 催化 
三 聚 体 ， 推 动 它们 一 起 向 T 态 称 为 《图 3-61)。 当 此 发 生 时 ， 相 对 的 催化 亚 基 上 形成 氧 键 ， 
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由 两 个 相同 亚 基 组 成 的 酶 的 
协同 别 构 转换 

该 图 揭示 了 一 个 亚 基 的 构象 怎样 影响 其 邻居 
的 构象 。 一 分 子 抑制 配 体 〈 黄 色 ) 和 酶 的 一 
个 亚 基 的 结合 是 比较 困难 的 ， 因 为 它 改变 了 
该 亚 基 的 构象 而 破坏 了 酶 的 对 称 性 。 但 是 ,， 
一 旦 构象 发 生 了 变化 ， 重 建 两 个 亚 基 之 间 的 
对 称 相互 作用 需要 的 能 其 促使 第 二 个 亚 基 很 
容易 和 抑制 配 体 结合 并 且 也 发 生 同 样 的 构象 
变化 ， 因 为 第 一 个 配 体 分 子 的 结合 增加 了 其 
余 亚 基 和 同样 配 体 的 结合 ， 酶 对 配 体 浓度 变 
化 的 应 答 比 对 单 亚 基 酶 的 应 答 要 灵敏 得 多 
《图 3-59) 


图 3-60 


的 10 000 个 蛋白 质 中 有 1/3 应 该 在 合 : 


帮助 每 个 催化 亚 基 扩 大 裂缝 来 形成 一 个 催化 活性 中 心 ， 
从 而 破坏 了 底 物 的 结合 位 点 (图 3-62)。 增 加 底 物 的 浓 
度 就 会 有 相反 的 效果 ， 与 催化 亚 基 裂缝 的 结合 促使 形 
MRA, 导致 与 上 述 相 反 的 构象 变化 。 介 于 RR 态 和 全 
态 之 间 的 构象 是 不 稳定 的 ， 酶 在 R 态 和 T 态 之 间 来 回 
转换 ， 形 成 这 两 种 构象 的 混合 物 ， 其 比例 取决 于 CTP 
和 底 物 的 相对 浓度 。 


磷酸 化 会 导致 蛋白 质 的 很 多 变化 


酶 不 仅仅 通过 与 小 分 子 的 结合 被 调控 。 常 被 真 核 
细胞 用 来 调控 蛋白 质 功能 的 第 二 种 方法 是 通过 共 价 连 
接 一 个 磷酸 基 团 到 其 氨基 酸 链 上 。 这 种 磷酸 化 可 以 在 
两 个 方面 影响 蛋白 质 的 活性 。 

首先 ， 因 为 磷酸 基 团 带 有 两 个 负电 荷 ， 酶 促 反 应 
给 蛋白 质 加 上 一 个 磷酸 基 团 后 会 造成 蛋白 质 构象 的 变 
化 ， 如 吸引 带 正 电 的 氨基 酸 成 团 。 这 样 会 影响 蛋白 质 
表面 配 体 的 结合 ， 通 过 别 构 效 应 可 能 会 极 大 地 改变 蛋 
白质 的 活性 。 通 过 第 二 个 酶 去 掉 磷 酸 基 团 会 使 蛋白 质 
变 回 其 原来 的 构象 而 恢复 其 初始 活性 。 

其 次 ， 磷 酸 基 团 的 加 入 会 形成 可 以 被 其 他 蛋白 质 
结合 位 点 直接 识别 的 结构 的 一 部 分 。 如 前 所 述 ， 某 些 
称 为 模块 的 小 的 蛋白 质 结构 域 ， 在 大 的 蛋白 质 中 出 现 
的 频率 很 高 。 大 多 数 这 些 模块 为 这 些 蛋 白质 与 其 他 蛋 
白质 磷酸 化 的 多 肽 链 结合 提供 了 结合 位 点 。SH2 结构 
域 就 是 这 样 的 一 个 模块 ， 它 结合 到 一 个 短 的 包含 酷 氨 
酸 磷 酸化 位 点 的 肽 链 上 [图 3-40 (B)]。 很 多 其 他 类 型 
的 模块 以 特殊 的 方式 识别 磷酸 化 的 丝氨酸 或 苏 氨 酸 侧 
链 。 因 此 ， 和 蛋白 质 的 磷酸 化 和 去 磷酸 化 对 调节 和 蛋 白质 
复合 物 的 装配 与 去 装配 有 很 大 的 作用 。 

通过 这 些 作 用 ， 可 逆 的 蛋白 质 磷酸 化 调控 了 真 核 
细胞 多 种 蛋白 质 的 有 活性 的 结构 以 及 细胞 定位 。 实 际 
上 ， 这 种 调控 是 很 广泛 的 ， 一 个 典型 哺乳 动物 细胞 内 


适 的 时 间 被 磷酸 化 ， 很 多 不 只 包含 一 个 磷酸 基 团 。 可 以 


想像 ， 蛋 白质 磷酸 基 团 的 添加 和 去 除 通 常 发 生 在 对 信号 的 应 答 过 程 中 ， 而 这 又 决定 了 细胞 的 
命运 。 例 如 ， 真 核 细 胞 分 裂 过 程 中 一 系列 复杂 的 事件 按 此 运作 (讨论 见 第 17 章 )， 通 过 级 联 
的 蛋白 质 磷酸 化 事件 ， 而 使 很 多 介 导 细胞 -细胞 相互 作用 的 信号 从 细胞 膜 释放 到 细胞 核 。 


真 核 细胞 中 有 一 大 类 蛋白 激酶 和 蛋白 磷酸 〈 酯 ) 酶 


蛋白 质 的 磷酸 化 是 指 酶 催化 一 分 子 ATP 未 端的 磷酸 基 团 转移 到 蛋白 的 丝氨酸 ， 苏 氨 酸 或 
酷 氨 酸 侧 链 的 羟基 上 的 过 程 〈 图 3-63)。 这 个 反应 由 蛋白 激酶 催化 ， 是 单 向 的 ， 因 为 ATP 分 
子 中 的 磷酸 -磷酸 键 断裂 产生 ADP 时 会 释放 大 量 的 自由 能 讨论 见 第 2 章 )。 磷 酸 基 的 去 除 反 
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图 3-61 天 冬 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶 R 态 和 T 态 的 转换 
该 酶 包括 6 个 催化 亚 基 和 6 个 调节 亚 基 ， 其 无 活性 状态 (TE) 和 活性 状态 (RE 结构 已 经 用 X 射 
线 衍射 解 出 。 当 CTP 浓度 上 升 时 ， 该 酶 因为 反馈 抑制 而 失 活 。 每 个 调节 亚 基 可 以 结合 一 分 子 的 CTP, 
它 是 该 反应 的 终 产物 。 通 过 负 反 馈 调 节 ， 该 反应 会 被 抑制 以 防止 在 细胞 中 产生 过 多 的 CTP OEF K, 
L. Krause, K. W. Volz, and W. N. Lipscomb, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82; 1643~1647, 1985.) 


应 ， 或 者 叫做 脱 磷酸 化 ， 由 磷酸 酯 酶 催化 。 细 胞 内 有 大 量 不 同 的 蛋白 激酶 ， 每 一 种 磷酸 化 不 
同 的 蛋白 质 。 同 样 也 存在 不 同 的 蛋白 磷酸 酯 酶 ， 很 多 是 高 度 特异 的 ， 只 脱 去 一 种 或 少数 几 个 
蛋白 质 的 磷酸 基 团 ， 而 另 一 些 可 能 作用 的 范围 比较 广泛 ， 通 过 调节 亚 基 结合 到 特异 的 底 物 上 。 
蛋白 质 磷酸 化 状态 的 出 现 以 及 其 活性 取决 于 蛋白 激酶 和 和 蛋白 磷酸 酯 酶 的 相对 活性 。 

真 核 细胞 中 使 蛋白 磷酸 化 的 蛋白 激酶 属于 一 个 大 的 酶 家 族 ， 它 包含 一 个 由 250 个 氨基 酸 
组 成 的 催化 结构 域 激酶 )。 家 族 中 的 成 员 在 激酶 序列 的 任何 一 端 都 有 不 同 的 氨基 酸 组 成 (图 
3-12)， 通 常 有 短 的 氨基 酸 序列 插入 到 环 区 (图 3-64 中 红 箭头 )。 一 些 额 外 的 氨基 酸 序 列 使 每 
种 激酶 可 以 识别 其 磷酸 化 的 蛋白 质 的 特异 位 点 ,或 者 结合 特殊 的 结构 而 使 其 可 以 定位 到 细胞 
内 特殊 的 区 域 。 蛋 白质 的 其 他 部 分 允许 每 种 酶 的 活性 被 精确 的 调控 ， 如 前 所 述 可 以 根据 不 同 
的 信和 号 而 做 出 相应 的 应 答 。 

通过 对 比 一 个 蛋白 质 家 族 中 不 同 成 员 的 氨基 酸 序列 的 差异 ， 我 们 可 以 构建 一 个 “进化 
树 ”， 它 可 以 反映 出 基因 复制 模式 和 导致 蛋白 质 进化 的 变异 方式 。 图 3-65 给 出 了 蛋白 激酶 的 
进化 树 。 并 不 奇怪 ， 功 能 相关 的 激酶 通常 位 于 树 分 支 中 很 近 的 位 置 。 例 如 ， 在 细胞 信号 转 导 
中 参与 磷酸 化 酷 氨 酸 的 蛋白 激酶 聚集 在 进化 树 左边 角落 的 顶端 。 其 他 的 蛋白 激酶 可 以 磷酸 化 
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图 3-62 天 冬 氮 酸 转 氮 甲酸 酶 催化 亚 基 的 部 分 开 - 关 反应 
氢 刍 作用 力 的 变化 在 一 定 程度 上 决定 了 酶 的 构象 在 活性 〈 黄 色 ) 和 非 活性 状态 的 转换 。 氢 键 用 细 的 红线 表示 ， 参 与 了 
亚 基 相 互 作用 的 氨基 酸 用 红色 表示 ， 而 形成 酶 活性 中 心 的 氨基 酸 用 蓝 色 表 示 。 最 大 的 图 表示 酶 内 部 的 活性 中 心 ! 方 框 的 
简 图 是 从 酶 的 外 表面 观察 的 酶 的 亚 基 ER. Kantrowitz and W. N. Lipscomb, Trends Biochem. Sci. 15; 53~59, 1990. ) 


(B) 


图 3-63 蛋白 质 的 磷酸 化 
一 个 典型 的 真 核 细胞 中 的 很 多 蛋白 质 都 要 进行 克 酸 化 . (A) 一 般 的 反应 是 由 蛋白 激酶 将 ATP 上 的 磷酸 基 团 
转移 到 把 代 白 的 侧 链 上 。 和 蛋白 磷酸 酯 酶 则 负责 去 除 磷酸 基 团 。 在 该 例子 中 ， 辜 酸 被 加 到 丝氨酸 侧 链 上 : 在 其 
他 情况 下 ， 磷 酸 基 财 也 可 以 加 到 苏 氨 酸 或 酷 氮 酸 的 郑 基 上 。(B) 由 蛋白 激酶 介 导 的 磷酸 化 可 以 增加 或 者 降低 
蛋白 质 的 活性 ， 这 主要 依赖 于 磷酸 化 的 位 点 和 蛋白 质 的 结构 
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丝氨酸 或 苏 氨 酸 ， 很 多 成 能 排列 反应 了 其 功能 ， 如 跨 
膜 信号 转 导 、 胞 内 信号 扩 增 、 细 胞 周期 调控 等 。 

由 于 蛋白 激酶 和 蛋白 磷酸 酯 酶 的 活性 ， 蛋 白质 上 
的 磋 酸 基 团 会 持续 地 其 转 ， 快 速 加 下 或 者 去 除 。 这 样 
的 磷酸 化 循环 看 起 来 似乎 是 很 浪费 的 ， 但 是 它们 对 于 
磷酸 化 的 蛋白 质 迅 速 地 从 一 个 状态 转变 为 另 一 个 状态 
是 非常 重要 的 循环 越 快 ， 一 群 磷酸 化 的 蛋白 质 在 应 
答 外 界 会 改变 磷酸 化 速度 的 突然 刺激 时 越 快 (图 
15-10) 。 磷 酸化 循环 所 需要 的 能 量 来 自 于 ATP 水 解 所 
释放 的 自由 能 ， 每 次 磷酸 化 消耗 一 分 子 的 ATP. 

Cdk 和 Src 蛋白 激酶 的 调控 显示 了 一 个 蛋 
白质 是 如 何 作为 一 个 微 芯片 起 作用 的 

真 核 细胞 内 多 种 蛋白 激酶 形成 一 个 复杂 的 信号 通 
路 网 络 ， 来 协同 调控 细胞 的 活性 、 推 动 细胞 周期 、 将 
外 界 的 信号 传递 到 细胞 内 。 许 多 细胞 外 的 信号 需要 被 。 图 3 64 蛋白 激酶 的 三 维 结构 
整合 到 细胞 内 ， 并 进行 扩 增 。 一 个 蛋白 激酶 (和 其 他 ”该 结构 上 的 双重 红色 箭头 表示 在 某 些 蛋白 激 
的 信号 分 子 ) 在 整合 的 过 程 中 作为 输入 -输出 的 引擎 ，， 酌 家 族 中 5 一 100 NAERDA. EMA 
或 “ 微 芯 片 "。 在 信号 网 络 中 ， 信 号 的 输入 主要 由 磷酸 。 位 于 泊 卫 表面 的 环 区 ， 可 以 和 蜀 的 配 体 相互 
AeA, sa EE a Bey MS NG ENER MN 


可 以 使 其 与 其 他 蛋白 质 相互 作用 。ATP (页 


酸 基 团 来 实现 。 献 碘 酸 基 团 ) 和 将 被 确 酸化 的 蛋白 质 位 于 活 
如 果 一 个 蛋白 质 可 以 在 多 个 位 点 磷酸 化 ， 特 异 的 te, 延伸 至 磷酸 结合 环 区 ME) MA 
磷酸 基 团 可 以 激活 蛋白 ， 其 他 位 点 的 可 以 让 它 失 活 。 化 环 区 EE) (图 3-12) 


细胞 周期 依赖 的 蛋白 激酶 (Cdk) 是 这 类 信号 途径 引擎 的 一 个 代表 。 这 类 蛋白 激酶 磷酸 化 丝 
氨 酸 ， 它 们 是 真 核 细胞 周期 调控 的 主要 元 件 ， 详 细 论述 见 第 17 章 。 在 消 椎 动物 细胞 中 ， 随 着 
细胞 周期 进入 不 同 的 时 期 ，Cdk 酶 连续 的 开启 和 关闭 。 当 一 种 这 类 激酶 开启 时 ， 通 过 磷酸 化 
相应 的 蛋白 质 来 影响 细胞 行为 的 各 个 方面 。 

Cdk 蛋白 必须 和 另外 一 个 称 为 细胞 周期 蛋白 的 蛋白 质 结合 才能 发 挥 其 丝氨酸 / 苏 氨 酸 绰 白 
激酶 作用 。 但 是 如 图 3-66 所 示 ， 与 细胞 周期 蛋白 的 结合 是 激活 Cdk 所 需 的 三 个 步骤 中 的 一 
个 。 除 了 与 细胞 周期 蛋白 结合 ， 磷 酸 基 团 必 须 加 到 特殊 的 苏 氨 酸 侧 链 上 ， 且 蛋白 质 上 别 的 磷 
酸 基 团 必须 去 除 〈 共 价 结合 到 一 个 特殊 的 酷 氨 酸 侧 链 上 )。Cdk 控制 了 一 套 特 异 的 细胞 组 
分 一 一 细胞 周期 蛋白 ， 一 种 蛋白 激酶 和 蛋白 磷酸 酯 酶 ， 其 作为 输入 -输出 引擎 ， 只 有 在 每 个 组 
分 都 成 为 合适 的 活化 状态 时 才 会 开启 。 在 细胞 周期 的 不 同时 期 ， 细 胞 周期 蛋白 的 浓度 有 高 有 
低 ， 其 浓度 会 逐渐 增加 直到 在 周期 的 一 个 特定 的 时 刻 被 突然 破坏 。 细 胞 周期 蛋白 的 突然 降解 
(通过 蛋白 水 解 》 会 迅速 关闭 其 相应 的 Cdk 酶 ， 而 且 促进 了 细胞 周期 的 进程 。 

类 似 地 ，Src 蛋白 激酶 家 族 也 有 微 芯 片 的 功能 。Src 蛋白 是 第 一 个 被 发 现 的 酪 氮 酸 激酶 ， 
它 是 只 有 在 多 细胞 动物 中 存在 的 9 个 相似 的 蛋白 激酶 家 族 中 的 一 个 亚 家 族 的 成 员 。 根 据 图 
3-65 的 进化 树 ， 序 列 比 对 指出 酷 氨 酸 激酶 是 一 个 在 进化 上 较 晚 的 事件 ， 其 从 丝 苏 氨 酸 激酶 分 
支出 来 的 ，Src 亚 家 族 只 是 栈 氮 酸 激酶 的 一 小 类 。 

Sre 蛋白 和 其 同 源 物 包含 一 个 N 端 区 域 ， 它 共 价 连 接 到 一 个 强 朴 水 性 的 脂肪 酸 上 ， 使 该 激 
酶 在 细胞 质 膜 上 面向 胞 内 。 然 后 是 两 个 多 肽 结合 结构 域 ， 一 个 Sre 同 源 3 (SH3 结构 域 和 一 个 
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受 体 丝氨酸 激酶 亚 家 旋 


图 3-65 一些 蛋白 激酶 的 进化 树 


虽然 高 等 生物 包含 有 数 干 种 激酶 ， 且 人 类 基因 组 编码 500 多 种 此 类 酶 ， 但 本 书 中 只 讨论 了 一 部 分 


SH2 结构 域 ,其 后 是 一 个 激酶 催化 结构 域 (图 


3-67)。 这 些 激酶 在 正常 情况 下 是 处 于 非 活性 的 状 
名 多 | $. CNAIN R SH2 结构 


上 ，SH3 结构 域 结合 到 一 个 内 源 肽 上 ， 它 可 以 激活 该 
酶 的 催化 位 点 来 帮助 解除 其 无 活性 状态 (图 3-12), 
开启 蛋白 激酶 涉及 至 少 两 个 步骤 ， 去除 C 端的 
磷酸 基 团 ， 通 过 一 个 特异 的 激活 蛋白 质 结合 到 SH3 
结构 域 上 (图 3-68)。 对 于 Cdk 蛋白 ，Src 激酶 信 
号 的 活化 会 导致 一 系列 独立 的 上 游 事件 的 完成 (图 
3-69)。 因 此 ，Cdk 和 Sre 蛋白 家 族 作 为 特殊 的 信 


ee Sie i 号 整合 因子 ， 帮 助 产生 一 系列 复杂 的 信号 通路 网 


络 ,允许 细胞 根据 复杂 的 环境 做 出 合适 的 逻辑 
应 答 。 


图 366 Cdk 蛋白 如 何 作为 一 个 整 ”蛋白质 结合 和 水 解 GTP 是 普遍 存在 的 


装置 起 作用 


它 是 细胞 周期 的 中 心 调节 因子 ， 其 功能 见 第 17 章 


细胞 调节 因子 
我 们 已 经 描述 了 如 何 通过 对 蛋白 质 添加 和 去 除 


COOH 


500 个 氨基 酸 


图 3-67 蛋白 激酶 Sre 家 族 结构 域 的 结构 ， 根 据 氨基 酸 序列 作 图 
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磷酸 基 团 来 调控 蛋白 质 活性 。 根 据 已 有 的 例子 ， 磷 酸 
基 团 从 ATP 分 子 上 转移 到 由 蛋白 激酶 催化 的 蛋白 质 的 
氨基 酸 侧 链 上 。 真 核 细胞 也 有 另 一 条 途径 来 控制 蛋白 
质 加 磷酸 去 磷酸 的 活性 。 在 这 种 情况 下 ， 磷 酸 基 团 不 
是 直接 加 到 蛋白 质 上 ; 它 作为 GTP 的 一 部 分 ，GTP 和 
蛋白 质 紧密 的 结合 。 通 常情 况 下 ， 受 这 种 方式 调控 的 
蛋白 质 在 结合 GTP 时 是 处 于 有 活性 的 构象 的 。 当 结合 
的 GTP 由 蛋白 质 本 身 催化 水 解 成 GDP 时 ， 就 会 解 离 
下 磷酸 基 团 ， 当 和 蛋白质 结合 GDP 时 是 没有 活性 的 。 以 
这 种 方式 ，GTP 结合 蛋白 作为 一 个 开关 ， 其 活性 由 是 
否 有 多 余 的 磷酸 和 GDP 结合 来 调控 (图 3-70). 

GTP 结合 蛋白 〈 也 叫做 GTPase， 因 为 其 催化 
GTP 水 解 ) 组 成 了 一 个 大 的 蛋白 质 家 族 ， 其 成 员 都 
包含 一 个 结合 GTP 的 球状 结构 域 。 当 紧密 结合 
GTP 水 解 为 GDP 时 ， 这 个 结构 域 会 发 生 构象 变化 而 
使 其 失 活 。 图 3-71 中 显示 了 一 个 单 体 GTPase Ras 的 
三 维 结构 ， 它 是 这 个 家 族 的 一 个 典型 代表 。 

Ras 蛋白 在 细胞 信号 转 导 中 有 重要 的 作用 (讨论 
见 第 15 HE), tj GTP 结合 时 ， 它 是 有 活性 的 ， 而 且 
可 以 激活 下 游 蛋白 磷酸 化 的 级 联 反 应 。 但 是 ， 大 多 数 
时 间 此 蛋白 质 是 与 GDP 结合 的 ， 没 有 活性 。 当 应 答 
细胞 外 信号 时 ， 如 生长 因子 ， 这 些 信号 和 细胞 质 膜 上 
的 受 体 结合 ，Ras 就 会 将 其 GDP 与 GTP 交换 而 变 成 
有 活性 的 〈 图 15-55) 。 
调控 蛋白 通过 决定 GTP 或 者 GDP 结合 
来 控制 GTP 结合 蛋白 的 活性 

GTP 结合 蛋白 由 调控 蛋白 控制 ， 它 决定 是 GTP 
还 是 GDP 来 结合 ， 正 如 由 蛋白 激酶 和 磷酸 酯 酶 来 开 
启 或 关闭 蛋白 质 的 磷酸 化 。 因 此 ，GTPase 活化 蛋白 
(GAP) 使 Ras 失 活 ，GAP 结合 到 Ras 蛋白 上 , 使 
GTP 水解 为 GDP (GDP 仍然 紧密 结合 ) 和 无 机 磷 
(PD 〈 快 速 地 释放 )。Ras 蛋白 保持 其 无 活性 的 GDP 
结合 构象 ， 直 到 它 遇 到 一 个 鸟 味 叭 核 背 交换 因子 


(GEF), GEF 结合 到 GDP-Ras 上 ， 使 其 释放 GDP, 图 3-68 Sr 型 蛋白 激酶 通过 两 步 反 应 激活 
因为 空 的 核 背 结合 位 点 迅速 被 GTP 分 子 占领 细胞 中 GTP 的 量 远 远 高 于 GDP), GEF 通过 
间接 加 上 由 GTP 水 解 下 来 的 磷酸 激活 Ras。 因 此 在 某 种 意义 上 ，GAP 和 GEF 分 别 与 蛋白 磷 


酸 酯 酶 和 蛋白 激酶 类 似 〈 图 3-72). 
大 蛋白 质 的 运动 来 自 于 小 蛋白 质 


Ras 蛋白 属于 一 大 类 单 体 GTPase 超 家 族 ， 每 个 蛋白 质 包含 一 个 大 约 由 200 个 氨基 酸 组 
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只 有 所 有 的 问题 完成 , 
型 蛋白 ; 
输出 


图 3-69 Sr 型 蛋白 激酶 一 个 整合 装置 起 作用 
SH3 结构 域 与 Nef 蛋白 的 更 紧密 的 相互 作用 取代 其 与 图 中 所 示 的 红色 连接 区 域 的 结合 ， 从 而 破坏 了 SH3 结构 域 相互 作用 绿色 ) 


Vip, pi Lorre] NG 
a ci { a 
活性 无 活性 无 活性 活性 


图 3-70 GTP 结合 蛋白 是 分 子 开关 
GTP 结合 蛋白 〈GTPase) 的 活化 通常 需要 存在 一 个 紧密 结合 的 GTP AF GE). 水 解 该 GTP 产生 GDP 和 无 机 
锦 (Pi)， 这 使 蛋白 质变 为 通常 无 活性 的 构象 〔 关 )。 如 图 所 示 ， 重 启 开关 需要 紧密 结合 的 GDP 的 解 离 ， 这 是 一 个 
缓慢 的 步 又， 通常 需要 被 特异 的 信号 来 加 速 ， 一 旦 GDP 解 离 ，1 分 子 的 GTP 则 会 快速 结合 


图 3-71 Ras 蛋白 结合 GTP 时 的 构象 
单 体 GTPase 表明 了 GTP 结合 结构 域 的 构象 ， 它 在 一 大 类 GTP 结合 蛋白 中 都 是 存在 的 。 当 
GTP 分 子 水 解 为 GDP 和 无 机 磷 时 ， 红 色 区 域 的 构象 会 发 生变 化 :GDP 仍然 和 和 蛋白质 结合 ， 
而 无 机 磷 被 释放 。Ras 蛋白 的 “开关 螺旋 ”的 功能 将 在 图 3-74 中 描述 
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信号 输出 信号 输出 
磷酸 化 介 导 的 信号 转 导 GTP 结 全 蛋白 介 导 的 信号 转 导 


图 3-72 ”比较 真 核 细胞 中 两 种 主要 的 胞 内 信号 转 导 机 制 
在 两 种 情况 下 ， 都 是 通过 磷酸 基 团 的 加 入 和 去 除 来 激活 或 者 失 活 信号 分 子 。 为 了 强调 两 条 途径 的 相似 
te, ATP 和 GTP 以 APPP 和 GPPP 来 表示 ， 而 ADP 和 GDP 分 别 以 APP 和 GPP 来 表示 。 如 图 3-63 
所 示 ， 下 白质 的 砚 酸 化 也 可 以 抑制 蛋白 质 的 功能 
成 的 单 体 GTP 结合 结构 域 。 在 进化 的 过 程 中 ， 这 个 TA 
结构 域 可 以 和 那些 有 多 余 结构 域 的 大 蛋白 质 结合 ， 形 的 氨基 酸 
成 一 大 类 GTP 结合 蛋白 质 家 族 。 家 族 成 员 包含 在 细 
胞 信号 转 导 中 的 受 体 偶 联 的 三 聚 体 G 蛋白 〈 讨 论 见 
第 15 章 )， 调 控 胞 内 细胞 器 小 泡 运输 的 蛋白 质 〈 讨 论 
见 第 13 章 )， 以 及 转运 RNA 相 结合 参与 蛋白 质 合成 
的 组 装 蛋 白质 〈 讨 论 见 第 6 章 )。 在 每 种 情况 下 ， 都 
是 由 一 个 Ras 类 似 结构 域 水 解 GTP 改变 蛋白 质 的 构 
象 来 调控 生物 反应 的 活性 。 
EF-Tu 蛋白 是 这 类 家 族 蛋 白质 的 一 个 很 好 的 例 

子 。EF-Tu 是 一 种 含量 很 丰富 的 分 子 ， 它 可 以 作为 
蛋白 质 合成 中 的 延伸 因子 ， 使 每 个 氨 酰 URNA 分 子 结 
合 到 核糖 体 上 。tRNA 分 子 和 GTP 结合 形式 的 EF- 
Tu 结合 形成 一 个 紧密 的 复合 物 〈 图 3-73)。 在 这 个 复 
Bh, BA tRNA 的 氨基 酸 位 点 被 遮盖 。 在 蛋白 质 
合成 时 tRNA 需要 暴露 其 氨基 酸 结合 位 点 ， 当 与 EF- 
Tu 结合 的 GTP 水 解 时 ， 其 发 生 在 核糖 体 上 ， 人 允许 图 3-73 与 EF-Tu 结合 的 氨 栈 tRNA 分 子 
tRNA 解 离 。 因 为 GTP 水解 是 由 tRNA 和 mRNA 在 EETu 重 白 的 三 个 结构 域 以 不 同 颜色 标 出 ， 与 图 
核糖 体 上 有 合适 的 位 点 ，EF-Tu 作为 组 装 因子 来 区 3-74 匹配 。 该 重 白 是 细菌 蛋白 ， 然 而 真 核 生物 中 
分 正确 的 和 不 正确 的 mRNA-IRNA 配对 (图 6-66 有 存在 非常 相似 的 蛋白 ,此 蛋白 称 为 EF-1。 
关于 EF-Tu 的 详细 的 功能 介绍 )。 
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通过 比较 GTP 结合 和 GDP 结合 时 的 EF-Tu 的 三 维 构 象 可 以 看 出 是 如 何 遮 盖 tRNA 的 。 
解 离 的 无 机 磷酸 基 团 (Pi)， 反 应 GTP 一 >GDP 十 Pi 的 发 生 使 GTP 的 结合 位 点 发 生 了 微小 的 
移动 ， 正 如 Ras 蛋白 一 样 。 这 个 小 的 移动 ， 与 氢 原 子 的 直径 的 数量 级 相当 ， 使 构象 发 生变 化 
而 使 螺旋 向 前 扩散 ， 叫 做 螺旋 转换 ， 这 发 生 在 蛋白 质 的 Ras 类 似 结构 域 。 转 换 螺旋 作为 门 
插销 粘 到 分 子 别 的 结构 域 上 的 一 个 特异 位 点 ， 使 蛋白 质 处 于 一 个 关闭 的 状态 。 由 GTP 水 解 催 
化 的 构象 变化 使 转换 螺旋 分 开 ， 使 蛋白 质 的 各 个 结构 域 摆动 分 开 ， 通 过 一 个 约 4nm 的 距离 。 
这 样 释放 结合 的 tRNA 分 子 ， 使 结合 的 氨基 酸 可 以 被 利用 〈 图 3-74) 。 


(B) 


结合 
的 GDP 


被 释放 的 tRNA 
图 374 GTP 水 解 引起 的 EF-Tu 大 规模 构象 改变 
CA) 结合 GTP 的 EF-Tu 的 三 维 结构 ， 顶 端 结构 域 和 Ras 蛋白 同 源 ， 红 色 的 “螺旋 是 开关 螺旋 ， 可 以 在 GTP 水 解 后 移 


动 ， 如 3-71 所 示 〈B) 结构 域 1 中 开关 螺旋 构 型 的 改变 使 得 结构 域 2 和 3 作为 单个 基 团 向 读者 方向 旋转 90"， 继 而 释放 图 
3-73 中 所 示 的 结合 其 上 的 tRNA. LCA) 摘自 H. Berchtole et al., Nature 365: 126~132, 1993; (B) 经 Mathisa Sprinal 
和 Rolf Hilgenfeld 许可 ] 


从 这 个 例子 中 我 们 可 以 看 出 细胞 怎样 利用 发 生 在 蛋白 质 结 构 域 表 面 简单 的 化 学 变化 来 创造 
一 个 50 倍 的 运动 。 这 种 巨大 的 结构 变化 也 发 生 在 我 们 接 下 来 将 会 讲解 的 动力 蛋白 的 运动 中 。 


动力 蛋白 负责 细胞 中 的 大 运动 


已 经 知道 蛋白 质 的 构象 变化 是 怎样 在 酶 调节 和 细胞 信号 传递 的 过 程 中 发 挥 核心 作用 。 现 
在 我 们 来 讨论 那些 主要 功能 是 移动 其 他 分 子 的 蛋白 质 。 这 些 动力 蛋白 产生 了 肌肉 收缩 和 细胞 
有 疏 行 游 动 的 力 。 动 力 蛋白 还 给 小 范围 的 细胞 内 运动 提供 了 动力 : 它们 帮助 有 丝 分 裂 中 染色 体 
向 细胞 两 极 移动 (讨论 见 第 18 章 )， 帮 助 细胞 器 沿 着 细胞 内 的 分 子 轨道 移动 (讨论 见 第 16 
章 )， 在 合成 新 的 DNA 分 子 时 帮助 酶 在 DNA 链 上 移动 (讨论 见 第 5 章 )。 所 有 这 些 基 础 过 程 
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都 依赖 于 那些 具有 活动 部 分 的 蛋白 质 ， 这 些 蛋 白质 可 以 作为 产生 动力 的 机 器 。 

这 些 机 器 怎样 工作 呢 ? 换 名 话说， 这些 蛋白 质 的 形状 变化 是 怎样 产生 细胞 内 的 直接 运动 
呢 ? 例如 ， 如 果 一 个 蛋白 质 需要 沿 着 一 条 窄 线 (如 DNA 分 子 ) 走动 ， 它 可 以 通过 一 系列 的 
构象 变化 来 实现 这 一 过 程 ， 如 图 3-75 所 示 。 但 是 ， 如 果 没 有 东西 驱动 这 些 可 逆 的 有 序 变化 ， 
这 些 蛋 白质 就 可 以 在 线 上 前 后 徘徊 。 我 们 可 以 用 另 一 方式 来 解释 这 一 情况 。 因 为 一 个 蛋白 质 
发 生 了 定向 的 运动 ， 热 力学 规律 〈 讨 论 见 第 2 章 ) 要 求 这 种 运动 利用 源 自 其 他 东西 的 自由 能 
(否则 这 种 蛋白 质 就 可 以 用 来 制造 永 动机 了 )。 因 此 ， 没 有 能 量 的 输入 ， 蛋 白质 分 子 只 能 无 目 
标 地 徘徊 。 


H ATP 结 合 


移动 方向 
图 375 一 个 变 构 “ 走 动 ”的 蛋白 质 图 3-76 一 个 变 构 的 动力 蛋白 
尽管 在 与 一 条 线 或 丝 结合 时 ， 它 的 三 种 三 种 不 同 构象 的 转变 包括 由 结合 的 ATP 分 子 水 解 驶 
构象 允许 它 随机 地 前 后 徘徊 ， 但 这 个 蛋 动 的 一 步 ， 这 使 得 这 个 循环 不 可 逆 。 通 过 重复 这 种 循 
白质 不 能 朝 着 一 个 单一 的 方向 移动 环 ， 蛋白质 沿 着 线 向 右 方 不 断 移动 


那么 ， 一 个 蛋白 质 怎样 使 一 系列 的 构象 变化 向 着 单一 的 方向 变化 呢 ? 为 了 使 整个 循环 向 

一 个 方向 进行 ， 只 要 让 任何 一 种 形状 改变 成 为 不 可 逆 的 就 足够 了 。 对 于 大 多 数 能 够 沿 着 一 个 

方向 长 距离 移动 的 蛋白 质 来 说 ， 通 过 将 一 种 构象 变化 和 与 蛋白 质 结合 的 ATP 分 子 水 解 相 偶 联 

来 实现 这 一 过 程 的 。 这 种 机 制 类 似 于 刚刚 讨论 过 的 驱动 变 构 蛋 白 形状 改变 的 GTP 水 解 过 程 。 

由 于 ATP (或 GTP) 水 解 时 释放 大 量 自由 能 ， 核 背 酸 结合 蛋白 质 进行 向 后 移动 的 可 逆 形 状 变 
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化 就 不 太 可 能 了 ， 因 为 这 需要 逆转 ATP 的 水 解 过 程 ， 即 在 ADP 上 添加 一 个 磷酸 基 团 形 
成 ATP。 

在 图 3-76 显示 的 模型 中 ，ATP 的 结合 使 一 个 动力 蛋白 从 构象 1 转变 到 构象 2。 然 后 ， 结 
合 的 ATP 分 子 水 解 产生 ADP 和 无 机 磷酸 Pi)， 引 发 从 构象 2 到 构象 3 的 变化 。 最 后 ，ADP 
和 Pi 的 释放 驱动 蛋白 质 回 到 构象 1。 由 于 构象 2 到 构象 3 的 转变 是 由 ATP 水 解 提供 的 能 量 驱 
动 的 ， 所 以 这 一 系列 的 构象 变化 实际 上 是 不 可 逆 的 。 因 此 ， 整 个 循环 只 向 一 个 方向 前 进 ， 在 
这 个 例子 中 使 得 蛋白 质 分 子 不 停 地 走向 右 方 。 

许多 动力 蛋白 通过 这 种 普遍 的 方式 产生 定向 的 移动 ， 包 括 肌肉 的 动力 蛋白 、 肌 球 蛋 白 
( 它 可 以 沿 着 肌 动 蛋白 丝 移动 而 产生 肌肉 收缩 ) 和 沿 着 微 管 走动 的 驱动 蛋白 (两 种 蛋白 质 都 将 
在 第 16 章 讨论 )。 这 些 运动 可 以 很 迅速 : 一些 和 DNA 复制 相关 的 动力 蛋白 CDNA 解 旋 酶 ) 
以 每 秒 1000 个 核 背 酸 的 速度 沿 着 DNA 链 自我 推进 。 


膜 结 合 转运 蛋白 利用 能 量 将 分 子 输送 过 膜 


我 们 已 经 知道 了 变 构 蛋 白 怎样 以 微 芯片 (Cdk 和 Sre 激酶 ) 、 组 装 因子 (EF-Tu) 以 及 机 
械 力 和 运动 的 产生 者 (动力 蛋白 ) 等 方式 发 挥 作用 。 此 外 ， 变 构 蛋白 还 可 以 利用 来 自 ATP 水 
解 的 能 量 、 离 子 梯度 或 电子 传递 过 程 来 输送 特异 离子 或 小 分 子 跨 过 膜 。 我 们 在 这 里 讨论 一 个 
例子 ， 其 他 的 会 在 第 11 章 讨论 。 

肌肉 细胞 中 的 钙 离子 转运 蛋白 是 了 解 得 最 清楚 的 泵 蛋白 之 一 。 这 种 蛋白 质 叫 做 钙 泵 ， 被 
包 埋 在 肌肉 细胞 中 的 特殊 细胞 器 肌 质 网 的 膜 中 。 钙 泵 〈 也 叫 钙 离子 ATP 酶 ) 通过 将 钙 离子 从 
细胞 质 桶 人 肌 质 网 的 过 程 ， 维 持 静 息 肌肉 细胞 质 的 低 钙 离子 浓度 ; 然后， 响应 一 个 神经 刺激 
时 ， 钙 离子 通过 它们 的 通道 被 释放 到 细胞 质 中 ， 引 发 肌肉 收缩 。 钙 离子 泵 与 维持 细胞 质 两 侧 
钠 离子 和 钟离 子 浓度 差异 的 钠 离 子 - 钾 离 子 泵 同 源 ， 它 们 都 是 P 类 型 的 阳离子 汞 〈 这 一 命名 是 
因为 这 些 蛋白 质 可 以 在 反应 周期 中 自动 磷酸 化 )。 一 个 大 的 细胞 质 内 的 头 部 区 域 结 合并 水 解 
ATP， 与 释放 的 磷酸 基 团 形成 共 价 键 。 因 此 蛋白 质 就 短暂 的 转变 为 高 能 的 磷酸 化 的 状态 ， 与 
从 细胞 质 中 获得 的 两 个 钙 离子 紧密 结合 。 然 后 ， 这 种 形式 的 蛋白 质 能 量 训 减 变 成 一 个 低能 的 
磷酸 化 状态 ， 使 钙 离 子 释放 到 肌 质 网 内 腔 。 最 后 ， 酶 的 去 磷酸 化 释放 磷酸 分 子 ， 使 蛋白 质 开 
始 下 一 个 泵 人 离子 的 周期 。 

所 有 了 类 型 的 离子 泵 的 头 部 区 域 都 是 与 一 系列 的 10 个 跨 膜 螺旋 连接 ， 其 中 4 个 形成 钙 
泵 的 跨 膜 钙 离子 结合 位 点 。 已 经 利用 高 分 辩 率 的 电子 显微镜 和 X 射线 衍射 解 出 了 这 种 蛋白 质 
的 三 维 结构 (图 11-15)。 这 就 使 生物 学 家 们 可 以 基于 其 正常 和 突变 形式 的 大 量 生 物化 学 数据 
来 推演 出 一 种 泵 活动 的 分 子 模型 。 

如 图 3-77 CA) 中 解释 的 ， 与 钙 离子 结合 的 跨 膜 a 螺旋 互相 缠绕 ， 螺 旋 间 形成 钙 离 子 通 
过 的 孔 穴 。ATP 水 解 使 在 细胞 质 内 的 头 部 区 域 产生 了 一 系列 的 重大 构象 变化 ， 头 部 区 域 通过 
与 跨 膜 螺旋 相连 的 柄 改变 膜 内 一 些 螺旋 的 结构 和 相对 位 置 ， 从 而 改变 孔 穴 大 小 ， 使 得 钙 离子 
单 向 地 通过 膜 [图 3-77 〈B)]。 与 动力 蛋白 一 样 ， 离 子 的 单 向 转运 需要 一 个 利用 能 量 的 循环 ， 
来 使 蛋白 质 的 构象 变化 具有 确定 的 方向 性 。 

人 们 发 明了 很 多 不 同 种 类 的 机 械 泵 ， 所 以 细胞 中 同时 有 以 另 一 方式 作用 的 膜 结合 的 泵 也 
不 值得 奇怪 。 这 其 中 最 著名 的 是 偶 联 ATP 水 解 和 氢 离 子 〈 质 子 ) 转运 的 旋转 泵 。 这 些 泵 类 似 
微型 的 涡轮 ， 用 于 提高 深 酶 体 和 其 他 真 核 细胞 器 的 酸性 。 与 其 他 产生 离子 梯度 的 离子 泵 一 样 ， 
如 果 它 们 所 转运 的 离子 有 足够 高 的 跨 腊 梯 度 ， 也 可 以 反 过 来 催化 ADP 和 磷酸 生产 ATP 的 
反应 。 
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10 个 跨 膜 螺旋 
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图 3-77 通过 钙 泵 转运 钙 离 子 
CA) 泵 蛋白 的 结构 ， 由 994 个 氨基 酸 的 单 亚 基 构 成 〈 更 多 细节 见 图 11-15)。 (B) 离子 泵 活动 的 模型 。 为 了 简单 起 见 
只 显示 了 4 个 与 钙 离子 结合 的 跨 膜 螺旋 中 的 2 个 


一 个 这 样 的 泵 ，ATP 合 酶 ， 利 用 电子 转运 产生 的 质子 浓度 梯度 来 产生 生命 世界 所 利用 的 
大 多 数 ATP。 由 于 这 种 普遍 存在 的 泵 在 能 量 转换 的 过 程 中 具有 重要 的 核心 作用 ， 所 以 我 们 将 
在 第 14 章 讨论 它 的 三 维 结构 和 机 制 。 


蛋白 质 通常 形成 巨大 的 复合 体 ， 以 蛋白 质 机 器 的 形式 发 挥 功能 


由 单 结构 域 的 小 蛋白 质 形成 多 结构 域 的 大 蛋白 质 ， 蛋 白质 可 以 发 挥 更 精细 的 功能 。 但 是 ， 
最 重大 的 任务 是 由 许多 蛋白 质 分 子 形成 的 大 蛋白 质 集合 体 完 成 的 。 现 在 ， 大 多 数 生命 进程 都 
可 以 在 实验 室 的 非 细胞 体系 中 重建 ， 已 经 清楚 地 知道 细胞 中 的 每 个 核心 进程 ， 如 DNA 复制 、 
蛋白 质 合 成 、 小 泡 芽 生 、 跨 膜 的 信号 传递 ， 都 是 由 高 度 配合 、 相 互 关 联 的 10 个 或 更 多 个 蛋白 
质 组 成 的 装置 催化 的 。 在 大 多 数 的 这 种 蛋白 质 机 器 中 ， AGBE CATP 或 GTP) 
的 水 解 驱动 了 某 些 蛋 白质 亚 基 的 一 系列 有 序 的 构象 变化 ， 使 蛋白 质 组 合体 可 以 一 起 移动 。 通 
过 这 种 方法 ， 每 种 合适 的 酶 都 会 直接 被 放 到 所 需要 的 位 置 ， 来 进行 一 系列 的 连续 反应 。 例 如 ， 
这 一 过 程 在 核糖 体 中 的 蛋白 质 合成 〈 讨 论 见 第 6 章 ) 或 者 DNA 复制 (此 过 程 中 一 个 大 的 多 
种 蛋白 质 的 复合 体会 迅速 沿 着 DNA 移动 ， 讨 论 见 第 5 章 ) 时 都 有 发 生 。 

出 于 与 人 类 发 明 机 械 和 电力 机 器 一 样 的 原因 ， 细 胞 也 改进 了 蛋白 质 机 器 。 为 了 完成 几乎 
任何 一 种 任务 ， 通 过 相关 进程 在 空间 上 暂时 协调 的 多 聚 蛋白 质 比 连续 使 用 单一 的 工具 更 加 
有 效 。 


细胞 功能 的 基础 是 复杂 的 蛋白 质 相互 作用 网 络 


在 已 知 完整 的 基因 组 序列 的 后 基因 组 时 代 ， 细 胞 生物 学 家 面临 着 很 多 挑战 ， 其 中 一 个 就 
是 解剖 和 重建 生物 体 中 存在 的 数 千 种 蛋白 质 机 器 。 为 了 理解 这 些 非凡 的 蛋白 质 复合 物 ， 每 一 
个 都 必须 用 其 纯化 的 蛋白 质 组 分 来 重建 ， 以 便于 在 不 含 其 他 细胞 组 分 的 试管 中 研究 它 在 控制 
条 件 下 的 详细 作用 模式 。 这 一 过 程 本 身 就 是 一 个 巨大 的 任务 。 但 是 我 们 现在 已 经 知道 这 些 亚 
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细胞 组 分 中 的 每 一 个 都 要 与 其 他 形式 的 大 分 子 相 互 作 用 ， 在 整个 细胞 中 产生 一 个 巨大 的 蛋白 
质 -蛋白 质 和 蛋白质 -核酸 相互 作用 的 网 络 。 因 此 ， 为 了 了 解 细胞 ， 还 需要 分 析 这 些 相互 作用 
的 大 部 分 。 有 关 细 胞 内 蛋白 网 络 的 复杂 性 的 观念 可 以 从 第 16 章 描述 的 一 个 特殊 的 已 经 很 好 研 
究 过 的 例子 中 得 到 : 酵母 中 许多 蛋白 质 与 肌 动 蛋白 〈 图 16-15) 。 

这 种 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作用 的 程度 也 可 以 用 一 般 的 方法 评估 。 特 别 是 ， 利 用 第 8 章 描述 
的 双 杂 交 筛 选 〈 图 8-51) 检测 这 些 相互 作用 的 大 量 工作 正在 进行 中 。 例 如 ， 这 一 方法 正 应 用 
于 酵母 产生 的 一 大 套 6000 个 基因 产物 。 像 预期 的 一 样 ， 观 测 到 的 相互 作用 中 的 大 多 数 都 发 生 
在 相同 功能 的 蛋白 质 群 内 。 也 就 是 说 ， 和 细胞 周期 调控 相关 的 蛋白 质 倾向 于 互相 广泛 的 相互 
作用 ， 对 于 DNA 合成 或 者 DNA 修复 等 过 程 的 相关 蛋白 质 也 是 如 此 。 但 是 还 有 惊人 数量 的 相 
互 作用 发 生 在 不 同 功 能 的 蛋白 质 群体 之 间 (图 3-78)。 这 些 相互 作用 大 概 对 协调 细胞 功能 是 很 
重要 的 , 但 是 大 多 数 这 种 相互 作用 还 不 了 解 。 
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图 378 观察 到 的 酵母 中 不 同 功能 蛋白 质 群 体 之 间 蛋 白质 -蛋白 质 相互 作用 的 网 络 结构 图 
为 了 得 到 这 张 图 ， 多 于 1500 种 蛋白 质 被 归 为 31 种 功能 群体 观测 到 的 大 约 70 多 的 已 知 蛋白 质 -蛋白 质 相 互 作用 发 生 在 
归属 于 同一 功能 群体 的 蛋白 质 之 间 。 但 是 ， 像 推测 的 一 样 ， 还 有 惊人 数量 的 相互 作用 发 生 在 不 同 功能 的 蛋白 质 群 体 之 
间 。 这 张 图 表 的 每 一 条 线 表明 ， 在 被 线 连接 的 两 个 功能 群体 之 间 观 察 到 了 多 于 15 种 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作用 。 三 个 用 黄 
色 高 亮 显示 的 功能 群体 ， 与 10 个 或 更 多 的 功能 群体 之 间 存 在 至 少 15 种 相互 作用 (摘自 C.L. Tucker, J. F. Gera, and 
P. Vetz, Trends Cell Biol.11; 102~106, 2001) 


RNA AIHE 
RNAAR GWIS 


对 可 用 数据 知识 的 考查 表明 ， 人 类 细胞 中 的 一 般 蛋 白质 可 能 在 某 种 程度 上 与 5 一 15 种 
不 同 的 伙伴 相互 作用 。 通 常 ， 不 同系 列 的 伙伴 会 与 多 结构 域 蛋白 质 的 不 同 结构 域 结合 ， 实 
际 上 ， 可 以 推测 观察 到 的 人 类 蛋白 质 的 不 寻常 的 大 量 多 结构 域 的 结构 产生 了 这 些 相互 作 
用 。 细 胞 中 大 分 子 的 相互 作用 网 络 的 极端 复杂 ， 要 完全 解释 它们 的 功能 可 能 需要 科学 家 们 
忙碌 几 个 世纪 。 


+ 200 + 


小 结 


蛋白 质 可 以 形成 极为 复杂 的 化 学 装置 ， 它 们 的 主要 功能 大 部 分 决定 于 它们 的 化 学 性 质 。 
表面 的 孔 穴 形 成 了 配 基 的 结合 位 点 ， 在 这 些 位 置 通过 蛋白 质 折 得 将 精确 定位 的 氨基 酸 侧 链 放 
到 一 起 。 利 用 同样 的 方法 可 以 激活 通常 处 于 非 活性 状态 的 氨基 酸 侧 链 ， 来 产生 或 者 打 断 共 价 
键 。 酶 是 一 种 具有 催化 功能 的 蛋白 质 ， 可 以 与 高 能 的 过 渡 态 结合 ， 通 过 特殊 的 路 径 进行 反应 ， 
从 而 大 大 提高 了 反应 速度 ; 它们 也 可 以 同时 进行 酸 催化 和 碳 俯 化。 酶 反应 的 过 度 常常 太 快 了 。， 
以 至 于 它们 只 受 扩散 的 限制 ; 如 果 将 对 一 个 底 物 连续 作用 的 酶 互相 结合 形成 单一 的 多 酶 复合 
物 ， 或 者 将 酶 及 其 底 物 限制 在 细胞 内 的 同一 区 室 ， 就 可 以 进一步 加 快 反应 的 速度 。 

当 配 基 结合 到 蛋白 质 表面 时 ， 蛋 白质 可 北 地 改变 形状 。 这 种 由 于 一 种 配 基 结 合 产生 的 蛋 
白质 构象 变化 会 影响 第 二 种 配 基 的 结合 ， 两 个 配 基 结合 位 点 之 间 的 联系 是 调节 细胞 进程 的 核 
心机 制 。 例 如 ， 通 过 反馈 调节 控制 代谢 途径 : 在 途径 早期 ， 一 些小 分 子 起 抑制 酶 的 作用 而 另 
一 些小 分 子 起 激活 酶 的 作用 。 用 这 一 方法 控制 的 酶 常常 形成 对 称 的 集合 体 ， 可 以 引起 协调 的 
构象 变化 来 对 调节 它们 作用 的 配 体 浓度 变化 做 出 快速 反应 。 

蛋白 质 形状 变化 是 由 消耗 化 学 能 的 单 向 过 程 驱动 的 。 例 如 ， 通 过 将 形状 变化 和 ATP 水 解 
偶 联 在 一 起 ， 蛋 白质 可 以 有 用 的 工作 ， 如 产生 向 单一 方向 长 距离 移动 的 机 械 力 。 由 X 射线 测 
定 的 蛋白 质 三 维 结构 ， 已 经 揭示 了 核 葵 三 磷酸 水 解 产 生 的 局 部 小 改变 怎样 扩大 到 产生 有 蛋白质 
其 他 部 位 的 大 改变 。 通 过 这 种 方法 ， 这 些 蛋白 质 可 以 作为 信息 传递 的 输入 -输出 装置 ， 如 组 装 
因子 、 动 力 蛋白 、 膜 结合 么 。 将 许多 不 同 的 蛋白 质 分 子 结合 到 一 起 形成 了 高 效 的 蛋白 质 机 器 ， 
机 器 的 各 个 组 分 的 变 构 运动 都 是 协调 进行 的 。 现在 我 们 已 经 知道 ， 这 样 的 机 器 进行 了 细胞 内 
的 许多 最 为 重要 的 反应 。 
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SUBD 基本 遗传 机 制 


DNA 与 染色 体 

DNA 复制 、 修 复 以 及 重组 
细胞 如 何 解 读 基 因 组 
基因 表达 的 调控 


核糖 体 。 图 示 为 细菌 核糖 体 大 亚 基 ， 其 中 核糖 体 RNA 用 灰色 村 


核糖 体 蛋 
白 用 金黄 色 标 出 。 核 糖 体 是 蛋白 质 合成 中 处 于 核心 地 位 的 复 成 机 器 
(摘自 N. Ban et al. Science 289; 905~920, 2000. © AAAS, ) 


核 小 体 。 所 有 真 核 细胞 染色 体 的 基本 结构 单元 是 核 小 体 。DNA 双 螺 旋 〈 灰 色 ) 被 组 蛋白 
核心 颗粒 彩色 包围 ， 形 成 核 小 体 。 核 小 体 在 染色 体 DNA 上 约 间隔 200 MRE RRR OD AT 
(许可 翻印 K. Luger et al. , Nature 389; 251~260, 1997, © Macmillan Magazines Ltd, ) 


4 DNA 与 染色 体 


DNA 的 结构 和 功能 
染色 体 DNA 及 其 在 染色 质 纤维 中 的 包装 
染色 体 的 总 体 结构 


生命 的 存在 依赖 于 细胞 存储 、 检 索 ， 并 解 译 形成 和 维持 活 生 物 体 所 需 遗 传 指令 的 能 力 。 
这 种 遗传 信息 在 细胞 分 裂 过程 中 从 一 个 细胞 传递 到 它 的 子 细胞 ， 并 通过 生物 体 的 繁殖 细胞 从 
上 一 代 传递 到 下 一 代 。 每 个 活 细胞 内 都 储存 了 这 些 指令 作为 它 的 基因 ， 即 含有 信息 的 基本 单 
位 ， 它 不 仅 能 够 决定 某 一 物种 的 特征 ， 也 能 决定 这 一 物种 内 个 体 的 特征 。 

20 世纪 初 ， 遗 传 学 刚 开始 成 为 一 门 学 科 的 时 候 ， 科 学 家 们 就 对 基因 的 化 学 结构 产生 了 浓 
厚 的 兴趣 。 在 多 细胞 生物 的 生命 过 程 中 ， 储 存在 基因 内 的 信息 经 过 拷贝 ， 并 从 细胞 传递 到 子 
细胞 中 达 数 百 万 次 ， 从 本 质 上 讲 ， 这 些 信 息 在 此 过 程 中 没有 发 生 改 变 。 什 么 样 的 分 子 能 够 经 
历 如 此 精确 和 几乎 无 限 次 的 复制 ， 而 且 还 能 够 指导 生物 的 发 育 以 及 细胞 的 日 常 活动 呢 ? 遗传 
信息 包含 什么 样 的 指令 ? 这些 指令 的 物理 组 织 又 是 怎样 的 ， 以 至 于 单个 细胞 狭小 的 空间 内 能 
够 储存 发 育 和 维持 所 需 的 大 量 信息 ， 即 使 是 最 简单 的 生物 ? 

其 中 一 些 问题 的 答案 在 20 世纪 40 年 代 开 始 出 现 ， 通 过 对 简单 真菌 的 研究 ， 这 个 时 期 研 
究 者 们 发 现 ， 遗 传 信息 主要 由 生产 蛋白 质 的 指令 组 成 。 蛋 白质 是 行使 大 多 数 细胞 功能 的 大 分 
子 : 它们 可 以 作为 细胞 结构 的 构造 元 件 ， 也 可 以 形成 催化 所 有 细胞 化 学 反应 的 酶 (讨论 见 第 
3 章 )， 还 可 以 调节 基因 表达 (讨论 见 第 7 章 )， 使 细胞 能 够 运动 (讨论 见 第 6 章 ) 并 能 在 彼 
此 间 进 行 通信 (讨论 见 第 15 章 )。 细 胞 的 特性 与 功能 几乎 全 部 由 它们 所 能 合成 的 蛋白 质 决定 。 
再 加 上 后 来 的 认识 ， 就 很 难 想像 到 遗传 信息 还 曾 含有 什么 其 他 类 型 的 指令 。 

20 世纪 40 年 代 获得 的 另 一 关键 进展 是 证 实 了 脱氧 核糖 核 苷 酸 (DNA) 是 遗传 信息 可 能 
的 载体 ， 但 是 对 于 遗传 信息 从 一 个 细胞 传递 到 另 一 个 细胞 所 需 的 复制 ， 以 及 DNA 的 结构 如 
何 指令 蛋白 质 合成 的 机 制 问题 仍然 完全 不 清楚 。1953 年 ， 由 于 James Watson 和 Francis 
Crick 发 现 了 DNA 的 结构 ， 这 个 难题 意外 地 得 以 解决 。 第 1 章 提 到 过 ，DNA 的 结构 立刻 解 
决 了 该 分 子 内 信息 怎样 拷贝 ,或 者 复制 这 一 难题 。 它 也 同时 为 发 现 DNA 分 子 如 何 编码 生产 
蛋白 质 的 指令 提供 了 线索 。 今 天 ，DNA 是 遗传 物质 对 于 生物 学 家 来 讲 是 如 此 基本 的 事实 ， 以 
至 于 难以 想像 到 这 个 发 现 填补 了 多 么 巨大 的 知识 空白 。 

在 生物 学 家 发 现 DNA 的 结构 以 前 ， 他 们 就 认识 到 基因 由 染色 体 携带 ， 在 20 世纪 人 们 发 
现 它们 以 线 状 结构 存在 于 真 核 细胞 的 核 内 ， 当 细胞 开始 分 裂 时 ， 就 变 得 清晰 可 见 (图 4-1)。 
后 来 ， 由 于 得 以 进行 生物 化 学 分 析 ， 才 发 现 染 色 体 由 DNA 和 蛋白 质 组 成 。 现 在 我 们 知道 
DNA 携带 了 细胞 的 遗传 信息 (图 4-2) 。 相 比 之 下 ， 染 色 体 的 蛋白 质 组 分 主要 起 包装 以 及 控制 
元 长 的 DNA 分 子 的 作用 ， 这 样 就 可 以 将 这 些 DNA 固定 在 细胞 内 ， 并 在 需要 时 容易 接触 到 
它们 。 

本 章 我 们 首先 描述 DNA 的 结构 。 我 们 看 看 DNA 的 结构 和 化 学 特性 是 如 何 使 其 成 为 理想 
的 基因 原材料 的 ， 尽 管 它 的 化 学 很 简单 。 地 球 上 每 个 细胞 的 基因 都 由 DNA 组 成 ， 对 DNA 和 
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(A) 


图 4-1 
(A) 光学 显微镜 下 拍摄 到 的 两 个 相 邻 植物 细胞 


# DNA, DNA 位 于 染色 体 上 ， 
学 显微镜 下 清楚 地 看 到 是 不 同 


但 是 在 细胞 生命 周期 的 这 一 阶段 ， 在 光学 显微镜 下 不 能 


细胞 内 的 染色 体 

DNA 已 用 荧光 染料 (DAPI) 染色 ， 这 种 染料 可 以 结 
只 有 在 准备 进行 细胞 分 裂 时 ， 成 为 致密 的 结构 以 后 ， 染 色 体 才能 在 光 
结构 ， 如 (A》 图 所 示 。 右 边 是 没有 分 机 的 细胞 ， 含 有 相同 的 染色 体 ， 


清晰 地 辨别 它们 ; 因为 它们 处 于 更 加 伸展 的 构 


象 ，(B) 两 个 细胞 及 其 染色 体 轮廓 的 简 图 [(A) 经 Peter Shaw 许可 ] 


活 的 R 昔 株 细胞 在 加 热 
灭 活 的 S 株 细胞 或 S 株 
细胞 的 无 细胞 抽 提 液 存 
在 的 条 件 下 生长 


转化 


+ 
ep 些 R 株 细胞 被 转化 
成 S 株 细胞 ， 其 子 代 
具有 致 病 性 ， 可 导致 
sk 肺炎 


结论 ， 在 S 株 细胞 中 存在 
携带 遗传 信息 的 分 子 


(B) 


S 株 细胞 


8%e 


将 抽 提 液 破碎 为 不 同 
种 类 的 提纯 生物 分 子 


RNA ”级 白质 DNA MR 。 碳水 化 合 : 


| | | | | 
检测 这 些 分 子 能 否 导 致 R 株 细胞 的 转化 


图 4-2 实验 证 明 DNA 是 遗传 物质 
这 些 在 20 世纪 40 年 代 进行 的 实验 表明 ， 将 纯化 的 DNA 加 入 到 细胞 中 ,会 改变 它 的 特性 ， 而 且 这 种 改变 能 
忠实 地 遗传 到 下 一 代 。 肺 炎 球 菌 两 种 密切 相关 的 菌株 之 间 在 显微镜 下 的 表 型 以 及 病原 性 方面 存在 差别 。 一 
个 菌株 表面 光滑 〈S)， 注 射 到 老鼠 体内 后 会 导致 死亡 ， 另 一 个 菌株 表面 粗糙 CRD ARAM. (A 该 实验 
表明 S 株 内 存在 的 物质 能 使 R 株 改变 〈 或 转化 ) 成 S 株 ， 并 且 这 种 改变 能 遗传 给 下 一 代 细菌 。(B) 该 实验 
中 ， 从 S 株 获得 的 不 同 生 物 分 子 与 R 株 培养 以 后 ， 确 定 了 该 物质 是 DNA 
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基因 之 间 关 系 的 深刻 认识 来 自 于 在 多 种 生物 体内 进行 的 实验 研究 。 然 后 我 们 考察 基因 和 
其 他 重要 的 DNA 片段 如 何 排列 在 染色 体 中 元 长 的 DNA 分 子 上 。 最 后 ， 我 们 讨论 真 核 细 胞 
如 何 将 这 些 宛 长 的 分 子 折 和 成 致密 的 染色 体 。 这 种 包装 必须 以 有 序 的 方式 进行 ， 以 便 染色 
体 在 每 次 细胞 分 裂 时 能 够 正确 复制 并 在 两 个 子 细胞 间 正 确 分 配 。 这 种 组 装 也 必须 让 染色 体 
DNA 发 生 损伤 时 修复 它们 的 酶 ， 以 及 指导 染色 体 DNA 许多 基因 表达 的 特殊 蛋白 质 能 够 接触 
到 它 。 

本 章 是 4 个 讨论 基础 遗传 机 制 〈 细 胞 维持 、 复 制 、 表 达 以 及 偶尔 改进 它 的 DNA 内 携带 
的 遗传 信息 的 方式 ) 章节 中 的 第 一 章 。 下 一 章 (第 5 章 )， 我 们 讨论 细胞 精确 地 复制 和 修复 
DNA 的 机 制 ; 我 们 还 描述 DNA 序列 如 何 通过 遗传 重组 过 程 进行 重 排 。 基 因 表 达 (细胞 解 译 
编码 在 DNA 内 的 信息 来 指导 蛋白 质 合成 的 过 程 ) 则 是 第 6 章 讨论 的 主题 。 第 7 章 我 们 描述 细 
胞 如 何 控制 基因 表达 ， 以 确保 在 细胞 生命 过 程 中 ， 它 的 DNA 编码 的 成 千 上 万 种 蛋白 质 每 一 
种 都 只 在 正确 的 时 间 和 地 点 合成 出 来 。 在 有 关 基 础 遗传 机 制 的 这 4 个 章节 后 面 ， 紧 接着 我 们 
讲述 了 用 于 研究 以 上 提 到 的 和 其 他 细胞 内 基本 过 程 〈 讨 论 见 第 8 章 ) 的 实验 技术 。 


DNA 的 结构 和 功能 


20 世纪 40 年 代 ， 由 于 DNA 的 化 学 从 表面 上 看 极为 简单 ， 生 物 学 家 难以 接受 将 DNA 当 
Te ide POE. DNA 是 一 种 仅 由 4 种 在 化 学 上 彼此 相似 的 亚 单位 组 成 的 长 链 多 聚 物 。20 世纪 
50 年 代 早期 ， 首 次 用 一 种 确定 分 子 三 维 原子 结构 的 技术 ，X 射线 衍射 分 析 ， 研究 了 DNA 
(讨论 见 第 8 章 )。 早 期 的 X 射线 衍射 分 析 结果 表明 ，DNA 由 两 股 聚 合 物 组 成 ， 它 们 彼此 盘 
绕 形成 一 个 双 螺 旋 。 观 察 到 DNA 是 双 链 的 具有 极其 重要 的 意义 ， 它 为 Watson-Crick DNA 结 
构 的 发 现 提 供 了 主要 的 线索 。 只 有 当 这 种 结构 模型 提出 以 后 ，DNA 进行 复制 和 编码 信息 的 潜 
在 能 力 才 显 现 出 来 。 这 一 部 分 我 们 考察 DNA 分 子 的 结构 并 从 总 体 上 解释 它 是 如 何 能 够 储存 
遗传 信息 的 。 


DNA 分 子 由 两 条 互补 的 核 苷 酸 链 组 成 


4 种 核 背 酸 亚 单位 构成 一 条 多 聚 核 背 酸 长 链 ， 两 条 多 聚 核 苷 酸 长 链 再 组 成 一 条 DNA 分 
子 。 其 中 每 一 条 称 为 一 条 DNA 链 或 者 DNA 股 。 核 苷 酸 的 碱 基部 分 之 间 的 氢 键 将 这 两 条 链 维 
系 在 一 起 〈 图 4-3)。 第 2 章 (专题 2-6) 中 我 们 看 到 ， 核 苷 酸 由 一 个 结合 有 单个 或 更 多 磷酸 基 
团 的 五 碳 糖 和 一 个 含 所 碱 基 组 成 。 对 于 DNA 中 的 核 背 酸 ， 这 个 糖 是 连 有 一 个 磷酸 基因 的 脱 
氧 核糖 〈 因 而 得 名 脱氧 核糖 核 苷 酸 )， 碱 基 则 可 以 是 腺 嘎 哈 〈A)、 胞 喀 啶 (C), SBM (G) 
或 胸腺 喀 啶 〈T) 。 核 背 酸 通过 糖 和 磷酸 之 间 以 共 价 键 连 接 成 一 条 链 ， 因 此 它们 形成 了 一 条 交 
替 出 现 的 糖 -磷酸 - 糖 -磷酸 骨架 (图 4-3)。 由 于 这 4 种 亚 单位 中 ， 仅 仅 碱 基 不 同 ， 因 此 DNA 
中 的 每 一 条 多 聚 核 苷 酸 链 类 似 一 条 串 有 4 种 珠子 (4 种 碱 基 ASC. GAT) 的 项 链 (骨架 )。 
相同 的 这 些 符号 CA, C, G, D 通常 也 用 来 代表 4 种 不 同 的 核 苷 酸 ， 即 连 有 糖 和 磷酸 基因 
的 碱 基 。 

核 背 酸 亚 单位 线性 排列 的 方式 使 DNA 链 具有 了 化 学 极 性 。 如 果 我 们 把 每 个 糖 看 成 是 一 
个 一 端 有 一 个 突出 圆 球 〈5 磷酸 )， 另 一 端 有 一 个 止 陷 的 方块 〈 图 4-3)， 那么 由 突出 的 圆 球 和 
凹陷 连锁 形成 的 完整 核 背 酸 链 ， 将 使 其 所 含 全 部 亚 单位 按 相 同方 向 排列 。 而 且 ， 容 易 区 别 核 
背 酸 链 的 2 个 末端 ， 因 为 一 端 有 一 个 叫 陷 (3' 关 基 )， 而 另 一 端 有 一 个 圆 球 〔5 磷酸 )。 把 一 
端 称 为 3 端 ， 另 一 端 称 为 5 端 ， 用 来 表示 DNA 链 中 的 这 种 极 性 。 
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氧 键 相 连 的 碱 革 对 


图 43 DNA 及 其 构造 单元 
DNA th 4 种 核 苷 酸 组 成 ， 它 们 共 价 连接 成 一 条 多 聚 核 苷 酸 链 〈 一 条 DNA 股 )， 该 链 有 
一 条 糖 - 确 酸 骨架 ， 碱 基 〈A、C、G 和 T) 则 从 骨架 上 伸 出 。DNA 分 子 是 由 两 条 DNA 
链 通 过 碱 基 对 之 问 的 氢 刍 维系 起 来 而 形成 。DNA 链 未 端的 箭头 表示 分 子 内 反 向 平行 的 两 
股 DNA 的 极 性 。 左 下 方 的 图 中 示 出 了 笔直 形式 的 DNA HF: 实际 上 ， 它 盘 绕 成 一 个 双 
螺旋 ， 如 右 下 方 的 图 中 所 示 。 详 见 图 4-5 


DNA 两 条 多 聚 核 苷 酸 链 的 化 学 和 结构 特征 导致 产生 它 的 三 维 结构 一 一 双 螺 旋 。 由 于 这 两 
条 链 通 过 不 同 链 上 碱 基 间 的 氢 键 维系 在 一 起 ， 所 以 所 有 的 碱 基 都 位 于 双 螺 旋 的 内 侧 ， 而 糖 - 磷 
酸 骨 架 位 于 外 侧 〈 图 4-3)。 在 每 种 情况 下 ， 一 个 体积 较 大 的 双环 碱 基 (一 个 嗓 叭 ， 专 题 2-6) 
与 一 个 单 环 碱 基 〈 一 个 喀 啶 ) 配对 ，A 通常 与 配对 ，G 通常 与 C 配 对 (图 4-4)。 这 种 互补 
碱 基 配对 使 碱 基 对 能 够 以 能 量 上 最 有 利 的 方式 排列 在 双 螺 旋 内 部 。 在 这 种 排列 中 ， 每 一 个 碱 
基 对 都 有 相似 的 宽度 ， 因 而 使 糖 -磷酸 骨架 沿 DNA 分 子 保持 相同 的 距离 。 为 了 使 碱 基 配 对 组 
装 的 效率 最 大 化 ， 两 个 糖 -磷酸 骨架 彼此 盘 绕 ， 形 成 一 个 双 螺 旋 结构 ， 每 一 圈 完 整 螺 旋 含 有 
10 个 碱 基 对 (图 4-5) 。 

仅仅 当 双 螺旋 中 的 两 条 链 反 向 平行 时 ， 也 就 是 说 ， 只 有 一 条 链 的 极 性 方向 与 另 一 条 链 的 
极 性 方向 相反 时 每 个 碱 基 对 中 的 成 员 才 能 恰好 配对 在 一 起 〈 图 4-3 和 图 4-4) 。 这 些 碱 基 配 对 
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图 4-4 DNA 双 螺 旋 中 的 互补 碱 基 对 
碱 基 的 形状 和 化 学 结构 只 允许 在 A 和 工 以 及 G A C 之 间 有 效 地 形成 氧 键 ， 在 这 里 能 够 形成 气 键 的 原子 可 以 彼 
此 靠近 却 不 会 使 双 螺旋 的 形状 发 生 扭曲 《专题 23)。 如 图 所 示 ，A 和 工 之 间 形 成 2 个 氧 键 ， 而 G 和 C 之 间 形 成 
3 个 氧 键 ， 含 有 碱 基 的 两 条 多 核 华 酸 链 只 有 彼此 反 向 平行 时 ， 这 些 碱 基 才 能 以 这 种 方式 进行 配对 
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图 4-5 DNA 双 螺 旋 
CA) 1.5 圈 DNA 双 螺 旋 的 空间 充满 模型 。 每 一 圈 DNA 螺旋 含有 10. 4 个 核 苷 酸 对 ， 相 邻 核 苷 酸 对 的 中 心间 距 是 
3. 4nm。 两 股 DNA 彼此 间 的 盘 绕 在 双 螺 旋 中 形成 2 个 沟 。 如 图 所 示 ， 较 宽 的 沟 称 为 大 沟 ， 较 奉 的 称 为 小 沟 。 
《B) 从 侧面 看 到 的 一 小 段 双 螺旋 ， 显 示 了 4 个 碱 基 对 。 核 苷 酸 通过 上 一 个 糖 的 3- 羟基 (一 OH》 基 团 和 下 一 个 
精 的 5 砍 酸 基 团 之 问 形成 硫酸 二 酯 键 共 价 连接 起 来 。 因此 每 股 多 聚 核 篆 酸 有 一 个 化 学 极 性 ; 也 就 是 说 它 的 两 个 
末端 从 化 学 角度 看 是 不 同 的 。3' 端 携带 一 个 连接 在 糖 环 上 3' 位 置 的 自由 羟基 ， 而 5' 端 携带 一 个 连接 在 糖 环 上 的 
5' 自 由 看 酸 基 团 
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要 求 产生 的 结果 就 是 DNA AFAR ERP SA — PR EL PE 
好 互补 。 


DNA 的 结构 提供 了 一 种 遗传 机 制 


携带 生物 信息 的 基因 ， 为 了 传递 给 下 一 代 ， 在 细胞 每 次 分 裂 形成 两 个 子 细胞 时 ， 都 必须 
进行 精确 地 拷贝 。 这 些 要 求 产 生 了 两 个 重要 的 生物 学 问题 ， 指 令 生物 体 的 信息 是 怎样 以 化 学 
形式 携带 的 ? 又 是 怎样 精确 地 拷贝 的 ? DNA 双 螺 旋 结 构 的 发 现 是 20 世纪 生物 学 研究 中 的 一 
个 里 程 碑 ， 因 为 这 个 发 现 立即 暗示 了 这 两 个 问题 的 答案 ， 从 而 在 分 子 水 平 上 解答 了 这 个 遗传 
难题 。 这 一 部 分 ， 我 们 简要 地 讨论 这 些 问题 的 答案 ,在 后 面 的 章节 我 们 还 将 进行 更 详细 的 
分 析 。 

DNA 通过 沿 两 条 链 排列 的 核 背 酸 的 顺序 或 序列 编码 遗传 信息 。 每 个 碱 基 一 -A、C、T 
或 G 都 可 以 当 作 是 编写 出 DNA 化 学 结构 内 生物 信息 的 四 字母 表 中 的 一 个 字母 。 第 1 章 我 们 
看 到 ， 生 物体 之 所 以 彼此 不 同 ， 是 因为 它们 各 自 的 DNA 分 子 拥有 不 同 的 核 芽 酸 序列 ， 因 而 
能 够 携 带 不 同 的 生物 信息 。 但 是 ， 怎 样 用 核 苷 酸 字母 表 来 构成 信息 ? 这 些 信息 又 具体 说 明了 
什么 呢 ? 


正如 前 面 所 讨论 的 ， 在 发 现 DNA 结构 以 前 ， 就 已 


DA， EO RA 经 很 清楚 基因 包含 着 合成 蛋白 质 的 指令 。 因 此 在 某 种 
F | | Da BELE, DNA 信息 必须 编码 蛋白 质 (图 4-6)。 鉴 于 蛋 
eae MARE 白质 的 化 学 特性 ， 这 种 关系 立即 就 使 得 前 面 提 到 的 难 

| | | 题 更 加 容易 理解 。 第 3 章 讨论 过 ， 和 蛋白 质 的 生物 学 功 
tage 能 由 其 特性 决定 ， 而 其 特性 由 它 的 三 维 结构 决定 它 的 
KEMA KAMB REC 结构 又 由 组 成 它 的 氨基 酸 线性 序列 决定 。 因 此 ， 基 因 


内 核 苷 酸 的 线性 序列 在 某 种 程度 上 必须 编写 了 蛋白 质 
内 氨基 酸 的 线性 序列 。DNA 的 四 字母 核 苷 酸 字母 表 与 
蛋白 质 的 20 字母 氨基 酸 字母 表 之 间 确 切 的 对 应 关系 
(遗传 密码 ) 从 DNA 的 结构 来 看 并 不 明显 ， 在 DNA 双 螺 旋 结 构 发 现 以 后 ， 科 学 家 们 花费 了 
20 年 的 时 间 才 弄 清楚 。 第 6 章 ， 在 详尽 阐明 基因 表达 的 过 程 中 ， 我 们 也 会 详细 描述 这 个 密 
码 ， 细 胞 通过 基因 表达 的 过 程 将 基因 内 的 核 背 酸 序列 翻译 成 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 。 

生物 体 DNA 完整 的 信息 集合 称 为 它 的 基因 组 ， 它 携带 了 生物 体能 够 合成 的 全 部 蛋白 质 
编码 信息 。( 基 因 组 这 个 术语 也 用 于 描述 携带 这 些 信息 的 DNA.) 基因 组 内 所 含 的 信息 量 令 人 
吃惊 。 例 如 ， 一 个 典型 的 人 类 细胞 所 含 DNA 长 达 2m， 如 果 用 4 字母 核 苷 酸 表 编写 出 来 ， 那 
么 一 段 很 小 的 人 类 基因 核 背 酸 序列 都 将 占 一 页 纸 内 容 的 1/4 (图 4-7)， 而 人 类 基因 组 的 完整 
核 华 酸 序列 如 果 写 成 与 本 书 同 样 大 小 的 书 ， 数 量 将 超过 1000 本 。 除 了 其 他 重要 信息 以 外 ， 基 
因 组 携带 了 编码 大 约 30 000 种 不 同 蛋白 质 的 指令 信息 。 

细胞 在 每 一 次 分 裂 时 ， 为 了 将 它 的 基因 组 传递 到 2 个 子 细胞 中 ， 都 必须 对 基因 组 进行 拷 
DL, DNA 结构 的 发 现 同样 也 揭示 出 这 种 拷贝 得 以 进行 的 原理 : 由 于 DNA 的 每 一 条 链 含有 的 
核 背 酸 序列 与 另 一 条 链 的 核 苷 酸 序列 恰好 互补 ， 所 以 每 一 条 链 都 可 以 作为 模板 或 模子 ， 用 来 
合成 新 的 互补 链 。 换 句 话说 ， 如 果 我 们 将 两 条 DNA 链 命名 为 S 和 S'， 那么 S 链 可 以 作为 合 
成 新 的 S' 链 的 模板 ， 而 S' 链 也 可 以 作为 合成 新 的 S 链 的 模板 (图 4-8)。 因 此 ， 通 过 这 种 完美 
而 又 简单 的 过 程 ， 即 S 链 与 S' 链 分 离 ， 然 后 每 一 条 分 离 的 链 作 为 生成 新 的 互补 配对 链 的 模 
板 ， 能 够 精确 地 拷贝 DNA 中 的 遗传 信息 。 
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图 4-6 ”携带 在 DNA 中 的 遗传 信息 
与 蛋白 质 之 间 的 关系 


CCCTGTGGAGCCACACCCTAGGGTTGGCCA 
ATCTACTCCCAGGAGCAGGGAGGGCAGGAG 
CCAGGGCTGGGCATAAAAGTCAGGGCAGAG 
CCATCTATTGCTTACATTTGCTTCTGACAC 
AACTGTGTTCACTAGCAACTCAAACAGACA, 
CCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGT 
CTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGA. 
ACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGG 
GCAGGTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGT 
‘TTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTG 
GAGACAGAGAAGACTCTIGGGTTTCTGATA, 
GGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTAT 
TTTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTAC 
CCTTGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTT 
GGGGATCTGTCCACTCCTGATGCIGTTATG 
GGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCAAG 
AAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTG 
GCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTIT 
GCCACACTGAGTGAGCTGCACTGTGACARG 
CTGCACGTGGATCCTGAGAACTICAGGCTG 
AGTCTATGGGACCCTIGATGTTTTCTTTCC 
CCTICTTTICTATGGTTAAGTICATGTCAT 
AGGAAGGGGAGAAGTAACAGGGTACAGTTT 
AGAATGGGAAACAGACGAATGATTGCATCA, 
GTGTGGAAGTCTCAGGATCGTTTTAGTTIC 
TTTTATTTGCTGTTCRTAACAATTGTTTTC 
TTTYGTTTAATTCTTGCTTTCTTTTTTTTT 
CTTCTCCGCAATTTTTACTATTATACTTAA 
TGCCTTAACATTGTGTATAACAAAAGGAAA 
TATCTCTGAGATACATTAAGTAACTTAAAA 
AAAAACTTTACACAGTCTGCCTAGTACATT 
ACTATTTGGAATATATGTGTGCTIATTIGC 
ATATTCATAATCTCCCTACTITATITTCTT 
TTATTTTTAATTGATACATAATCATTATAC 
ATATTTATGGGTTAAAGTGTAATGTTTTAA 
‘TATGIGTACACATATTGACCAAATCAGGGT 
AATTTTGCATTIGTAATTITAAAAAATGCT 
TICTTCTTTTAATATACTTTTTTGTTTATC 
TIATTTCTAATACTITCCCTAATCTCTTTC 
‘TTTCAGGGCAATAATGATACAATGTATCAT 
GCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAATAACAG 
TGATAATTTCTGGGTTAAGGCAATAGCAAT 
ATTTCTGCATATAAATATTTCTGCATATAA 
ATTGTAACTGATGTAAGAGGTTTCATATTG 
CTAATAGCAGCTACAATCCAGCTACCATTC 
TGCTTTTATTTTATGGTTGGGATAAGGCTS 
GATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCCITIT 
GCTAATCATGTTCATACCTCTTATCTICCT 
CCCACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTS 
TGTGCTGGCCCATCACTTTGGCAAAGAATT 
CACCCCACCAGTGCAGGCTGCCTATCAGAA 
AGTGGTGGCTGGTGTGGCTAATGCCCTGGC 
CCACAAGTATCACTAAGCTCGCTTTCTIGC 
‘TGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTT 
(CCCTAAGTCCAACTACTARACTGGGGGATA 
‘TIATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTG 
CCTAATAAAAAACATITATITICATTGCAA 
TGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT 
ACTAAAAAGGGAATGTGGGAGGTCAGTGCA 
‘TITAAAACATAAAGAAATGATGAGCTGTTC 
AAACCTTGGGAAAATACACTATATCTTAAA 
CTCCATGAAAGAAGGTGAGGCTGCAACCAG 
CTARTGCACATTGGCAACAGCCCCTGATGC 
CTATGCCTTATTCATCCCTCAGAAAAGGAT 
‘TCTTGTAGAGGCTTGATITGCAGGTTAAAS 
TITIGCTATGCTGTATTITACATTACTTAT 
TGTTTTAGCTGTCCTCATGAATGTCTTTTC 
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该 基因 携带 血红 蛋白 分 子 两 种 亚 基 其 中 一 个 的 氨基 酸 序 列 编码 信息 ， 血 
红 和 蛋白 的 作用 是 在 血液 中 运输 氧气 。 另 一 个 不 同 的 基因 ，e- 珠 蛋白 基因 ， 
携带 血红 蛋白 另 一 种 亚 基 的 编码 信息 〈 每 个 血红 蛋白 分 子 含有 4 个 亚 基 ， 
每 种 类 型 各 两 个 )。 图 中 只 显示 了 含有 B 珠 发 白 基因 DNA 双 螺旋 的 两 股 
中 的 一 股 ; 另 一 股 拥有 恰好 互补 的 序列 。 根 据 惯例 ， 书 写 核 共 酸 序列 时 
是 从 它 的 5 端 到 3 端 ， 阅 读 时 则 是 从 左 至 右 ， 沿 直线 顺 着 该 页 连续 向 下 ， 
就 好 像 它 是 普通 的 英文 字母 一 样 。 用 黄色 标注 的 DNA 序列 表示 编码 有 珠 
蛋白 氨基 酸 序 列 基因 的 3 个 区 域 。 第 6 章 我 们 将 看 到 细胞 怎样 将 这 三 段 

序列 连接 起 来 合成 一 个 完整 长 度 的 8 珠 蛋 白 


le 


亲本 DNA 双 螺旋 


图 4-8 DNA 作为 自身 复制 的 模板 
AP RAM A 只 能 与 了 成 功 配对 ，G 与 C 配 对 ， 所 以 每 股 DNA 能 够 指定 其 互补 股 上 核 苷 酸 序列 。 
通过 这 种 方式 ， 双 螺旋 DNA 能 够 进行 精确 地 复制 


DNA 分 子 的 每 一 条 链 作为 模板 合成 互补 链 的 能 力 ， 使 得 细胞 在 将 基因 传递 给 它 的 后 代 
时 ， 能 拷贝 或 者 复制 它 的 基因 。 下 一 章 ， 我 们 描述 细胞 完成 这 项 艰巨 任务 的 精巧 机 制 。 


真 核 生 物 中 ，DNA 围 在 细胞 核 内 


真 核 细胞 内 几乎 所 有 DNA 都 隔离 在 约 占 细胞 总 体积 10% 的 细胞 核 内 。 两 层 同 心 脂 双 层 
膜 形成 的 核 被 膜 界定 了 该 区 室 ， 而 在 细胞 核 和 细胞 质 之 间 转 运 分 子 的 巨大 核 孔 间隔 穿 过 了 这 
两 层 膜 。 核 被 膜 直 接 与 内 质 网 大 面积 的 膜 相 连 。 它 由 两 层 中 间 纤 维 网 络 提供 机 械 支持 ， 一 个 
称 作 核 纤 层 ， 在 核 内 形成 薄 薄 的 片 层 网 状 物 ， 就 位 于 核 内 膜 下 面 ; 另 一 个 围绕 着 核 外 膜 ， 且 
没有 太 多 的 组 织 有 序 性 〈 图 4-9). 


内 质 网 


图 4-9 典型 细胞 核 的 横 截面 图 
核 被 膜 由 两 层 膜 组 成 ， 外 层 核 膜 与 细胞 内 质 网 通 连 (图 12-9)。 内 质 网 内 部 空间 (ER 内 腔 ) 用 黄色 表 
ARs 它 与 两 层 核 膜 之 间 的 空间 是 连续 的 。 内 层 核 膜 与 外 层 核 膜 的 脂 双 层 在 每 一 个 核 孔 处 相连 。 两 个 中 间 
纤维 〈 绿 色 表示 ) 网 络 为 核 被 膜 提 供 机 械 支撑 ， 细胞核 内 的 纤维 形成 一 种 特殊 的 支撑 结构 称 为 核 纤 层 
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核 膜 使 许多 作用 于 DNA 的 蛋白 质 能 够 在 细胞 内 需要 它们 的 地 方 集 中 起 来 ， 而 且 我 们 在 
下 章 将 看 到 ， 也 使 得 细胞 与 细胞 质 分 开 ， 这 个 特点 对 于 真 核 细胞 发 挥 正常 功能 是 至 关 重 要 的 。 
区 室 化 是 生物 学 中 一 个 重要 的 规则 ， 细 胞 核 就 是 一 个 例子 ; 它 帮 助 建立 一 种 环境 ， 由 于 存在 
高 浓度 的 底 物 以 及 作用 于 它们 的 酶 ， 所 以 大 大 促进 了 其 中 进行 的 生物 化 学 反应 。 
小 结 


遗传 信息 携带 在 DNA 核 蔡 酸 的 线性 序列 中 ,每 个 DNA 分 子 是 一 个 双 螺 旋 ， 由 两 条 互补 
的 核 苷 酸 链 组 成 ， 它 们 通过 GC 和 AT 碱 基 对 之 间 的 氢 键 维系 在 一 起 。 遗 传 信息 复制 需要 利 
用 一 条 DNA 链 作为 模板 来 形成 一 条 互补 链 ， 生 物体 DNA 中 的 遗传 信息 含有 这 个 生物 体 所 能 
合成 的 全 部 蛋白 质 的 指令 。 在 真 核 生物 中 ，DNA 位 于 细胞 核 内 。 


染色 体 DNA 及 其 在 染色 质 纤维 中 的 包装 


DNA 最 重要 的 功能 就 是 携带 基因 ， 也 就 是 指令 所 有 组 成 一 个 生物 体 的 蛋白 质 的 信息 ， 包 
括 在 什么 时 候 ， 在 什么 类 型 的 细胞 内 ， 以 多 大 的 基 合 成 每 一 种 蛋白 质 。 真 核 生 物 的 基因 组 分 
成 多 条 染色 体 ， 在 这 一 部 分 ， 我 们 可 以 看 到 基因 通常 是 如 何 排列 在 每 条 染色 体 上 。 此 外 ,我 
们 还 描述 使 染色 体能 够 精确 地 复制 并 从 上 一 代 传递 到 下 一 代 的 特殊 DNA 序列 。 

但 是 要 阐明 DNA 是 如 何 包装 的 ， 还 是 会 面临 严重 的 困难 。 每 个 人 类 细胞 所 含 DNA 如 果 
伸展 开 来 ， 从 头 到 尾 有 将 近 2m 长 ; 而 含有 DNA 的 人 类 细胞 核 的 直径 却 仅仅 约 为 6xm， 从 几 
何 学 上 讲 ， 这 相当 于 将 40km (24 英里 ) 长 的 极 细 的 线装 进 一 个 网 球 内 ! 这 种 复杂 的 组 装 
DNA 的 工作 由 特殊 的 蛋白 质 完成 ， 它 们 结合 并 折合 DNA， 从 面 形成 一 系列 盘 绕 和 环 作为 更 
高 水 平 的 组 织 形式 ， 并 防止 DNA 成 为 难 控制 的 缠 结 。 令 人 惊奇 的 是 ， 尽 管 DNA 折 释 得 非常 
紧密 ， 其 压缩 的 方式 却 使 它 容易 为 细胞 内 许多 酶 所 利用 ， 从 而 复制 、 修 复 它 ， 并 利用 它 的 基 
因 合 成 蛋白 质 。 

真 核 生物 DNA 包装 成 一 套 染 色 体 


在 真 核 生 物 内 ， 位 于 细胞 核 内 的 DNA 分 配 在 一 组 不 同 的 染色 体 上 。 例 如 ， 人 类 基因 组 ， 
大 约 3.2X10? 个 核 背 酸 分 布 在 24 条 不 同 的 染色 体 上 。 每 条 染色 体 都 含有 一 条 极其 元 长 的 与 蛋 
白质 结合 的 线性 DNA 分 子 ， 这 些 蛋 白质 将 这 条 线 状 的 DNA 折 伙 并 包装 成 更 加 致密 的 结构 。 
DNA 和 和 蛋白质 形成 的 复合 物 称 为 染色 质 (来 源 于 希腊 语 chroma， 即 “有 颜色 的 "， 因 为 它 可 
以 被 染色 )。 除 参与 包装 DNA 的 蛋白 质 以 外 ,染色体 还 结合 有 许多 基因 表达 、DNA 复制 ， 
以 及 DNA 修复 过 程 所 需 的 其 他 蛋白 质 。 

细菌 的 基因 由 一 条 通常 为 环 状 的 DNA 分 子 携带 (图 1-30)。 这 条 DNA 结合 有 蛋白 质 ， 
它们 参与 组 装 、 压 缩 DNA， 但 是 与 真 核 生 物 中 行使 相同 功能 的 蛋白 质 不 同 。 尽 管 这 条 DNA 
通常 也 称 作 细菌 的 染色 体 ， 但 是 它 并 不 具有 与 真 核 生 物 染色 体 相同 的 结构 ， 至 于 细菌 DNA 
是 如 何 包装 的 所 知 较 少 。 而 古 细菌 环 状 DNA 是 如 何 压缩 的 则 所 知 更 少 。 因 此 ,我们 有 关 染 
色 体 结构 的 讨论 ， 几 乎 全 部 围绕 真 核 生物 染色 体 进 行 。 

除 生殖 细胞 以 及 少数 高 度 特 化 的 ， 不 能 繁殖 并 缺少 DNA (如 红细胞 ) 的 细胞 类 型 之 外 ， 
每 个 人 细胞 都 含有 每 条 染色 体 的 两 份 拷贝 ， 其 中 一 份 来 自 母 亲 ， 而 另 一 份 来 自 父亲 。 一 对 母 
源 和 父 源 染 色 体 称 为 同 源 染色 体 ( 同 源 物 ) 。 仅 男性 有 的 一 对 非 同 源 染 色 体 是 性 染色 体 ， 其 中 
的 Y 染色 体 来 源 于 父亲 ， 而 X 染色 体 来 源 于 母亲 。 因 此 ， 每 个 人 细胞 总 共 含有 46 条 染色 体 ， 
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其 中 22 对 染色 体 在 男性 和 女性 中 相同 ， 再 加 上 2 条 所 谓 的 性 染色 体 CHEW X ALY, 而 
在 女性 中 为 2 条 X)。 将 每 条 染色 体 染 成 不 同 颜色 后 可 以 利用 DNA 杂交 (详细 描述 见 第 8 章 ) 
定 阶段 进行 ， 在 这 时 染色 体 


区 分 这 些 人 类 染色 体 (图 4-10)。 染 色 体 染 色 通 常 在 细胞 周期 的 : 
高 度 凝 聚 ， 且 容易 观察 到 有丝分裂， 见 下 面 ) 。 


(A) B) 


图 410 人 类 染色 体 
这 些 杂 色 体 来 自 男性 ， 是 从 正在 进行 核 分 裂 《有丝分裂 ) 的 细胞 中 分 离 得 到 ， 因 此 高 度 凝 聚 。 每 条 妇 色 体 都 染 上 不 同 
颜色 以 便 在 光学 显微镜 下 能 清 大 地 加 以 分 辨 。 将 这 些 妮 色 体 和 许多 已 偶 联 上 染料 组 合 的 人 类 DNA 分 子 混合 ， 
就 可 以 将 它们 染色 。 例 如 来 自 1 号 染色 体 的 DNA 分 子 用 一 种 特殊 的 染料 组 合 标记 ， 来 自 2 号 染色 体 的 DNA 分 子 则 
用 另 一 种 染料 组 合 标记 等 。 由 于 标记 的 DNA 只 能 与 所 在 的 染色 体 讨 论 见 第 8 章 ) 形成 碱 基 配 对 ， 或 者 杂交 ， 所 以 
可 对 每 条 染色 体 进行 不 同 的 标记 。 对 于 这 样 的 实验 。 要 对 和 染色 体 进行 处 理 ， 将 双 链 DNA 解 开 成 单 链 ， 以 便 能 够 与 标 
记 的 单 链 DNA 形成 三 基 配 对 ， 击 同时 仍然 保持 染色 体 结构 完整 性 。 (A) 最 初 从 六 解 细胞 中 分 离 出 来 时 观察 到 的 染 
色 体 。(B) 人 为 按 标号 顺序 排列 的 同一 套 染 色 体 。 全 套 染 色 体 的 这 种 排列 称 作 核 型 “摘自 ESchrock et al, Science 
273; 491~497. 1996. © AAAS) 


男 一 个 区 分 各 条 染色 体 的 传统 方法 ， 是 用 能 够 产生 沿 每 条 有 丝 分 裂 染 色 体 排列 的 显著 可 
靠 带 型 的 染料 将 它们 染色 (图 4-11)。 这 些 带 型 的 结构 基础 还 不 太 清 楚 ， 我 们 在 本 章 最 后 再 讨 
论 这 个 问题 。 然 而 ， 每 一 种 染色 体 上 产生 的 带 型 都 是 是 独一无二 的 ， 因 此 可 以 对 各 条 染色 进 
行 鉴 别 并 标号 。 

展示 46 条 有 丝 分 裂 人 类 染色 体 的 图 称 为 人 类 的 核 型 ， 如 果 其 中 一 部 分 染色 体 发 生 丢 失 ， 
或 者 彼此 间 发 生 交换 ， 那 么 通过 观察 带 型 的 改变 或 者 染色 体 染 色 模式 的 改变 ， 就 可 以 发 现 这 
些 变化 (图 4-12)， 细 胞 遗传 学 家 利用 这 些 改变 来 发 现 染色 体 畸 形 ， 它 们 与 遗传 缺陷 或 者 因 体 
细胞 内 染色 体重 排 产生 某 些 癌症 类 型 有 关 。 


染色 体 含 有 长 串 的 基因 


染色 体 最 重要 的 功能 就 是 携带 基因 遗传 的 功能 单位 。 基 因 通 常 定 义 为 含有 合成 一 种 
特定 蛋白 质 《或 者 许多 紧密 相关 的 蛋白 质 ) 指令 的 一 段 DNA。 尽 管 这 个 定义 适用 于 大 多 数 基 
因 ， 但 是 占 几 个 百分比 的 基因 产生 RNA 分 子 〈 而 不 是 蛋白 质 ) 作为 它们 终 产物 。 这 些 RNA 
分 子 与 蛋白 质 相 似 ， 在 细胞 内 行使 一 组 不 同 的 结构 和 催化 功能 ， 我 们 将 在 后 面 的 章节 详细 地 
进行 讨论 。 

可 能 有 人 会 想到 ， 生 物体 的 复杂 性 与 其 基因 组 内 基因 的 数目 存在 相关 性 〈 表 1-1) 。 例 如 ， 
生物 体 全 部 基因 数量 在 简单 细菌 的 500 和 人 类 的 大 约 30 000 之 间 变 动 ， 细 菌 和 有 些 单 细 胞 真 
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图 4-11 人 类 染色 体 带 型 
按照 大 致 的 大 小 顺序 ， 将 染色 体 从 1 到 23 编号 ， 一 个 典型 的 人 类 体 细胞 〈 非 生殖 系 ) 中 ， 这 些 染 
色 体 每 一 条 都 有 两 份 拷贝 ， 青 加 上 两 条 性 染色 体 女性 有 两 条 X 染色 体 ， 男 性 有 一 条 X 染色 体 
和 一 条 站 染色体， 用 于 作 图 的 染色 体 在 有 经 分 裂 早期 染色 ， 此 时 染色 体 处 于 不 完全 压缩 状态 。 水 
平 的 绿 线 代表 着 丝 粒 的 位 置 〈 图 4-42)， 它 就 像 有 丝 分 裂 染 色 体 上 的 一 个 缮 痕 5 
22 号 染色 体 上 的 球形 突出 物 表示 编 码 大 核糖 体 RNA 的 基因 所 在 位 置 〈 讨 论 见 第 6 章 )。 有 
染 液 将 染色 体 染色 后 获得 这 些 带 型 ， 它 们 可 以 在 光学 显微镜 下 观察 到 (摘自 U. Franke, Cyroger 
et. Cell Genet. 31; 24~32, 1981) 


核 生物 具有 特别 紧凑 的 基因 组 ; 它们 基因 组 完整 核 苷 酸 序列 表明 组 成 它们 染色 体 的 DNA 分 
子 全 部 都 是 紧密 包装 起 来 的 成 串 基因 〈 图 4-13 和 图 1-30) 。 然 而 ， 许 多 真 核 生 物 〈 包 括 人 类 ) 
的 染色 体 除了 含有 基因 以 外 ,还 有 大 量 元 余 的 散在 DNA， 它 看 起 来 并 没有 携带 重要 的 信息 。 
有 时 候 ， 将 这 种 DNA 称 作 垃圾 DNA 以 表示 它 对 细胞 的 作用 还 没有 被 证 明 ， 其 特定 核 苷 酸 序 
列 可 能 并 不 重要 ; 但 是 这 种 DNA 本 身 ， 作 为 间隔 材料 ， 对 于 物种 长 期 进化 以 及 基因 的 正确 
表达 是 关键 的 ， 这 些 问 题 将 在 第 7 章 详细 论述 。 


rate 


图 4-12 畸变 的 人 类 染色 体 
CA) 这 两 对 染色 体 已 用 吉姆 萨 染 液 染 色 〈 图 4-11)， 来 自 患 有 共 济 失调 的 患者 ， 这 种 疾病 的 特征 是 运动 技巧 
的 逐渐 退化 。 患 者 有 一 对 正常 的 4 号 染色 体 〈 左 边 的 一 对 )， 但 一 对 12 号 染色 体 中 一 条 正常 ， 一 条 畸变 ， 这 
可 以 从 它 的 长 度 更 长 一 些 看 出 来 〈 右 边 的 一 对 )。 根据 其 带 型 ， 可 以 推 斯 12 号 畸变 的 染色 体 所 含 额外 的 物质 
是 4 号 染色 体 的 一 小 段 ， 它 通过 一 种 称 作 染 色 休 易 位 的 异常 重组 事件 附着 到 12 号 染色 体 上 。(B) 相同 的 两 
对 染色 体 ， 蓝 色 的 是 4 号 染色 体 DNA, KAWIE 12 号 染色 体 DNA。 这 两 种 技术 产生 的 有 关 12 号 畸变 染色 
体 实质 的 结论 是 相同 的 ,但 染色 体 染色 提供 了 更 高 的 分 辨 率 ， 并 能 清楚 地 鉴定 出 即便 很 小 一 段 发 生 易 位 的 染 
色 体 。 然 而 吉姆 萨 染 色 更 容易 操作 GNÉ E Schrock et al., Science 273: 494~497, 1996, © AAAS) 
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图 4-13 酿酒 酵母 (FARG) 的 基因 组 
CA) 该 基因 组 分 配 在 16 条 染色 体 上 。 其 完整 的 核 苷 酸 序列 的 确定 ， 是 在 许多 不 同 地 方 工作 的 科学 家 合作 努力 的 结果 ， 
如 图 所 示 《〈 灰 色 ， 加 拿 大 ， WE. KA: RE. RA: KE., AE: 淡 绿 色 ，St Louis， 密 苏 里 ， 深 绿 。 斯 坦 福 ， 加 利 
MEE). BARRON ERR EO CER (4-42. (D 将 A) 图 中 用 红色 标示 的 11 号 染色 体 一 小 
段 区 域 放大 ， 以 显示 该 物种 基因 的 高 密度 特征 。 如 橙色 所 示 ， 有 些 基因 从 下 面 的 带 转录 (图 1-15)， 而 另外 一 些 从 上 
面 的 带 转录 。 完 整 的 基因 组 长 12、147、813 个 核 苷 酸 对 ， 含 有 大 约 6000 个 基因 


总 的 来 讲 ， 生 物体 越 复 杂 ， 它 的 基因 组 就 越 大 ， 但 是 由 于 元 余 DNA 的 数量 不 同 ， 这 种 
相关 性 并 不 系统 (图 1-38) 。 例 如 ， 人 类 基因 组 比 酿酒 酵母 基因 组 大 200 倍 ， 却 比 有 些 植物 和 
两 栖 动物 基因 组 小 30 倍 ， 比 阿 米 巴 的 基因 组 小 200 倍 。 而 且 ， 由 于 元 余 DNA 数量 的 差别 ， 
即使 它们 基因 数目 大 致 相同 ， 类 似 生物 〈 如 多 骨 鱼 ) 的 基因 组 相差 也 可 达 数 百倍 。 看 起 来 很 
明显 ， 高 等 真 核 生物 细胞 携带 大 量 的 完 余 DNA 并 没有 什么 不 利 ， 无 论 它们 的 作用 是 什么 。 

不 同 真 核 生物 之 间 基 因 组 在 染色 体 上 的 分 配 也 不 相同 。 例 如 ， 与 人 类 的 46 条 染色 体 相 
比 ， 来 自 一 种 小 鹿 的 体 细胞 内 只 有 6 条 染色 体 ， 而 来 自 于 鲤鱼 的 体 细胞 则 含有 100 多 条 。 对 
于 起 源 上 很 相近 的 物种 ， 即 便 基 因 组 大 小 差不多 ， 染 色 体 数 目 和 大 小 却 相差 很 大 〈 图 4-14). 
因此 染色 体 数 目 、 物 种 复杂 性 和 总 基因 组 大 小 之 间 的 关系 并 不 那么 简单 。 相 反 ， 由 于 选择 压 
力 的 作用 ， 现 今 物种 各 自 都 经 历 了 独特 的 表面 上 看 似 随机 的 遗传 事件 进化 历史 后 ， 才 形成 了 
它们 现 有 的 基因 组 和 染色 体 。 
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图 4-14 鹿 的 两 个 紧密 相关 的 种 具有 非常 不 同 的 染色 体 数目 
在 印度 席 的 进化 过 程 中 ， 起 初 分 开 的 染色 体 融 和 到 一 起 ， 但 对 这 种 动物 没有 很 大 的 影响 。 这 两 个 种 的 基因 数目 大 致 
相同 〈 摘 自 M. W. Strickberger, Evolution, 3rd edition, 2000, Sudbury, MA; Johnes & Bartlett Publishers) 
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当 1999 年 完成 了 人 类 的 22 号 染色 体 ， 最 小 的 人 类 染色 体 之 一 〈 图 4-11)， 测 序 的 时 候 ， 
首次 可 能 看 到 基因 在 疹 椎 动物 整 条 染色 体 上 是 如 何 排列 的 ( 表 4-1 和 图 4-15)。2001 年 发 表 了 
人 类 全 部 基因 组 的 “第 一 张 基因 草图 ”后 ， 人 类 全 部 染色 体 的 遗传 全 貌 立刻 引起 密切 的 关注 。 
单单 是 人 类 基因 组 计划 提供 的 信息 量 在 生物 学 中 就 已 史无前例 了 (图 4-16 和 表 4-1); 人 类 基 
因 组 比 任何 其 他 到 目前 为 止 已 完成 测序 的 基因 组 大 25 倍 ， 比 已 测序 的 基因 组 总 和 大 8 倍 。 人 
类 基因 组 计划 在 最 多 的 时 候 每 天 以 1000 PEERS 的 速度 得 到 初始 核 背 酸 序 列 。 彻 底 分 析 
完 这 些 信 需要 几 十 年 ， 但 是 它 将 持续 促进 许多 新 实验 方法 的 产生 ， 而 且 它 已 经 影响 了 本 


书 中 所 有 章节 的 内 容 。 
表 4-1 人 类 22 号 染色 体 和 全 部 人 类 基因 组 的 详细 统计 
22 号 染色 体 人 类 基因 组 
DNA 长 度 48X 10° BER ARAL 3.2 10° 
基因 数量 700 左右 30 000 左右 
编码 借 白 的 最 小 基因 1000 核 苷 酸 对 未 分 析 
最 大 基因 583 000 AF ARR 2.4% 108 HIRR 
基因 平均 大 小 19 000 Bett MR Rt 27 000 核 形 酸 对 
-个 基因 外 普 子 的 最 小 数目 1 1 
-个 基因 外 显 子 的 最 大 数目 54 178 
-个 基因 外 显 子 的 平均 数目 5.4 8.8 
最 小 外 显 子 大 小 8 核 苷 酸 对 未 分 析 
最 大 外 显 子 大 小 7000 BEART 17 106 FMRI 
平均 外 显 子 大 小 266 核 苷 酸 对 145 HIMN 
假 基 央 数目 多 于 134 未 分 析 
位 于 外 显 子 中 的 DNA 所 占 百分数 3% L5% 
《编码 蛋白 质 的 序列 ) 
位 于 高 拷贝 重复 元 件 中 的 DNA 所 占 让 分 数 。 42% 50% 左 右 
占 人 类 全 基因 组 的 百分数 1.5% 100% 


33. 8% LO” 核 背 酸 序 列 已 知 染色 体 的 其 余部 分 主要 包含 不 编码 蛋白 质 或 RNA 的 很 短 的 重复 序列 。 
假 基因 是 一 段 紧密 装配 的 功能 基因 DNA 的 核 背 酸 序列 ,但 含有 大 量 缺 失 突变 ,阻碍 了 其 正确 表达 。 大 多 数 假 基因 来 源 于 
有 害 突破 积累 在 一 个 拷贝 的 功能 基因 复制 - 
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(A) 人 类 ?2 号 染色 体 22 一 48X 10' 个 DNA 碱 基 对 
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图 4-15 人 类 染色 体 上 基因 的 组 织 

CA) 22 号 染色 体 ， 最 小 的 人 类 染色 体 之 一 ， 含 有 48X 10' 个 核 背 酸 对 ， 占 整个 人 类 基因 组 将 近 1.5%, 
22 号 架 色 体 左 居 大 部 分 由 短 DNA 重复 序列 组 成 ， 它 们 包装 成 特别 紧密 的 染色 质 形 式 〈 异 染色 质 )， 这 在 
本 章 后 面 讨论 。(B) 一 部 分 22 号 染色 体 的 10 倍 放大 图 ， 显 示 了 大 约 有 40 个 基因 。 深 褐色 表示 的 是 已 知 
的 基因 ， 浅 褐色 表示 的 是 估计 的 基因 。(C) 是 CB) 图 的 一 部 分 放大 后 显示 了 儿 个 基因 的 完整 长 度 。(D) 
再 放大 10 倍 后 显示 了 一 个 典型 基 央 的 内 含 子 一 外 显 子 排列 。 每 个 外 显 子 〈 红 色 ) 编 吗 了 蛋白 质 的 一 部 
分 ， 而 内 含 子 DNA 序列 〈 灰 色 ) 相对 不 重要 。 整 个 人 类 基因 组 〈3. 2X 10* 个 核 背 酸 对 ) 分 布 在 22 条 常 
染色 体 和 2 条 性 染色 体 上 图 4-10 和 图 4-11)。 人 类 基因 组 序列 这 个 术语 是 指 全 部 24 条 染色 体 中 的 DNA 
核 苷 酸 序列 。 人 类 体 细胞 作为 二 倍 体 ， 因 此 含有 DNA 数量 大 致 是 这 个 数字 的 2 倍 。 人 类 彼此 之 间 平 均 每 
1000 PERRA 1 个 不 同 ， 许 多 不 同 的 人 种 为 基因 组 测序 计划 提供 了 DNA. 因此 发 表 的 人 类 基因 组 序列 是 
许多 序列 的 综合 (摘自 International Human Genome Sequencing Consortium, Nature 409; 860~921, 2001) 


尽管 可 以 从 许多 方面 来 分 析 人 类 基因 组 ， 这 里 我 们 仅仅 就 基因 在 人 类 染色 体 上 的 排列 做 
一 些 概括 。 人 类 基因 组 第 一 个 引 人 注 意 的 地 方 就 是 编码 蛋白 质 以 及 起 结构 和 催化 作用 的 RNA 
的 序列 如 此 少 〈 仅 占 儿 个 百分点 ) (图 4-17)。 剩 余 的 染色 体 DNA 大 部 分 都 是 一 些 短小 上 且 能 
转移 的 DNA 片段 ， 它 们 在 进化 过 程 中 逐渐 将 自身 插入 到 染色 体 中 ， 我 们 将 在 后 面 的 章节 中 
详细 讨论 这 些 转 座 元 件 。 

人 类 基因 组 另 一 个 显著 的 特征 就 是 平均 每 个 基因 大 小 多 达 27 000 EI. EAn E i 
所 讨论 的 ， 一 个 典型 的 基因 在 其 线性 核 苷 酸 序列 中 携带 了 和 蛋白质 氨基 酸 线性 序列 的 编码 信息 。 
编码 一 个 平均 大 小 的 蛋白 质 〈 人 类 大 约 是 430 个 氨基 酸 ) 只 需要 大 约 1300 MAEI. A 
中 剩余 的 DNA 大 部 分 由 长 片段 的 非 编 码 DNA 序列 组 成 ， 它 们 将 编码 蛋白 质 的 DNA 短片 段 
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间隔 开 。 这 些 编码 序列 称 为 外 显 子 ， 而 间隔 〈 非 编码 ) 
序列 称 为 内 含 子 (图 4-15 MK 4-1)。 

由 此 可 见 ， 大 多 数 人 类 基因 都 由 长 串 交 替 排 列 的 内 
含 子 和 外 显 子 组 成 ， 其 中 基因 的 大 部 分 序列 是 内 含 子 。 
相 比 之 下 ， 具 有 紧凑 基因 组 生物 的 大 多 数 基因 缺少 内 含 
子 。 这 是 为 什么 它们 的 基因 要 小 得 多 (大 约 是 人 类 的 
1/20)， 以 及 它们 染色 体 中 的 编码 DNA 比例 大 得 多 的 
原因 。 除 了 内 含 子 和 外 显 子 以 外 ， 每 个 基因 还 与 调节 
DNA 序列 相连 ， 它 们 负责 确保 基因 以 适当 的 水 平 ， 在 
适当 的 时 间 和 正确 的 细胞 类 型 中 表达 。 在 人 类 当中 , 一 
个 典型 基因 的 调控 序列 ， 长 达 数 万 核 背 酸 对 。 可 以 想到 
那些 具有 紧凑 基因 组 的 生物 体内 这 些 调控 序列 会 更 加 
压缩 。 

最 后 ， 人 类 基因 组 的 核 背 酸 序 列表 明 ， 那 些 关键 的 
信息 似乎 处 于 惊人 的 混乱 状态 ， 正 如 一 个 评论 家 这 样 描 
述 我 们 的 基因 组 ,“ 在 某 些 方面 它 可 能 像 你 的 车 库 、 起 
居室 、 冰 箱 、 生 活 : 高 度 个 性 化 ， 却 又 凌乱 不 堪 ; 缺少 
组 织 ， 大 多 数 像 是 积 提 多 年 的 杂 物 〈 非 专业 人 士 称 其 为 
“HRD: 实际 上 不 曾 丢掉 任何 东西 ; 少数 明显 有 价值 
的 元 件 不 加 区 别 且 明显 随便 地 分 散在 各 处 .” 


图 4-16 人 类 基因 组 大 小 
如 果 每 个 核 背 酸 对 像 〈(A) 中 这 样 夯 成 Imm 
长 ,那么 人 类 基因 组 将 长 达 3200km (将 近 
2000 英里 )， 这 足以 横 跨 非洲 中 部 ， 也 就 是 
我 们 人 类 起 源 的 地 方 CD 中 用 红色 表示 ]。 
按 这 个 比例 平均 来 看 ， 每 300m 会 有 一 个 组 
白质 编码 基因 。 一 个 中 等 大 小 的 基因 长 达 
30m， 但 该 基因 中 的 编码 序列 加 起 来 不 过 lm 
多 一 点 点 
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图 4-17 图 解 人 类 基因 组 核 背 酸 序列 内 容 
长 散布 核 元 件 、 短 散布 核 元 件 、 逆 转录 病毒 样 元 件 、DNA 转 座 子 都 是 可 移动 的 遗传 元 件 ， 它 们 在 我 
们 基因 组 中 通过 自身 进行 复制 并 将 新 的 拷贝 播 人 到 不 同位 点 来 增殖 。 叮 移动 遗传 元 件 在 第 5 章 讨论 。 
简单 序列 重复 是 在 短 核 苷 酸 序 列 〈 不 到 14 个 核 萌 酸 对 )， 它 们 经 过 多 次 重复 ， 形 成 大 片段 。 节 段 重复 
是 基因 组 中 两 个 或 更 多 位 点 都 存在 的 大 段 基 因 组 区 域 (1000 一 200 000 个 核 苷 酸 对 )。 独 特 序列 中 超过 
一 半 都 由 基因 组 成 ， 其 余 的 可 能 是 调节 DNA。 异 染色 质 ， 一 种 基本 不 含 基因 的 特殊 染色 质 类 型 (本 章 
后 面 讨论 )， 其 中 存在 的 大 部 分 DNA 还 没有 测序 《摘自 Unveiling the Human Genome, Supplement to 
the Wellcome Trust Newsletter, London; Wellcome Trust, February 2001) 


+ 219+ 


相关 生物 DNA 之 间 的 比较 揭示 DNA 序列 中 存在 保守 区 域 和 非 保 守 的 
区 域 


解释 人 类 染色 体 核 苷 酸 序列 的 一 个 主要 困难 就 是 大 部 分 序列 可 能 并 不 重要 。 而 且 基 因 组 
的 编码 区 〈 外 显 子 ) 发 现 通常 都 处 于 短片 段 〈 平 均 大 小 约 145 个 核 背 酸 对 ) 中 ， 它 们 漂浮 在 
无 关 紧 要 的 核 苷 酸 序列 组 成 的 DNA 海洋 中 。 这 种 排列 使 得 鉴定 一 段 DNA 中 所 有 的 外 显 子 相 
当 困难 ， 而 要 确定 每 个 基因 从 哪里 开始 ， 又 到 哪里 结束 ， 以 及 它 跨越 多 少 个 外 显 子 ， 就 难 上 
加 难 了 。 精 确 的 基因 定位 要 求 使 用 的 方法 能 够 从 人 类 基因 组 固有 的 低 信 品 比 背景 中 提取 出 有 
用 人 我 们 在 将 第 8 章 中 介绍 其 中 的 一 些 。 这 里 我 们 讨论 一 种 最 普通 的 方法 ， 它 不 仅 可 以 
定 出 编码 序列 ， 而 且 能 够 确定 其 他 重要 的 DNA 序列 。 观 察 发 现 具有 功能 的 序列 在 进化 中 
保守 ， 而 没有 任何 功能 的 序列 则 能 自由 地 进行 随机 突变 ， 该 方法 正 是 基于 这 一 点 。 因 此 其 策 
略 就 是 比较 人 类 基因 组 序列 和 相关 的 某 种 生物 ， 如 小 鼠 的 对 应 区 域 的 序列 。 人 类 和 小 鼠 据 推 
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图 4-18 人 类 和 小 鼠 基因 组 之 间 的 保守 同 线性 
小 鼠 染 色 体 不 同 区 域 [(B) 中 用 每 只 小 鼠 的 颜色 表示 ] 表 现 出 与 所 示 的 人 类 基因 组 CAD 区 域 有 保守 的 同 线性 〈 基 因 顺 
序 )。 例 如 ，1 GARREK CHEE) 上 部 分 中 的 基因 与 小 鼠 4 号 染色 体 中 的 一 部 分 以 相同 师 序 存在 。 黑 色 表示 人 类 染 
色 体 中 主要 巾 短 重复 序列 组 成 的 区 域 。 小 鼠 的 着 丝 粒 [(B) 中 用 黑色 表示 ] 位 于 巢 色 体 未 端 ;每 条 小 鼠 染 色 体 上 还 没有 已 
知 基因 位 于 着 丝 粒 外 面 。 对 于 大 部 分 人 类 妆 色 体 而 言 ， 用 缮 痕 表 示 的 人 类 者 丝 粒 占据 染色 体 上 靠 中 间 的 位 置 〈 图 4-11) 


《摘自 International Human Genome Sequencing Consortium, Nature 409; 860~921, 2001) 
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测 大 约 在 10* 年 前 就 已 从 共同 的 哺乳 动物 祖先 趋 异 ， 这 人 么 长 的 时 间 足 以 让 它们 基因 中 大 多 数 
核 苷 酸 因 随机 突变 事件 而 发 生 改 变 。 结 果 ， 在 两 个 基因 组 中 仅 有 的 仍然 保持 极其 相似 的 区 域 ， 
都 是 那样 一 些 序列 ， 一 旦 发 生 突变 ， 将 破坏 基因 的 功能 ， 使 携带 它们 的 动物 在 进化 中 处 于 不 
利 地 位 ， 因 而 导致 自然 选择 将 它们 从 群体 中 淘汰 。 像 这 样 非常 相似 的 序列 称 为 保守 区 。 一 般 
而 言 ， 保 守 区 域 代表 功能 上 重要 的 外 显 子 和 调节 序列 。 相 反 ， 非 保守 区 代表 通常 对 于 功能 并 
不 关键 DNA 序列 。 由 于 通过 这 种 方式 揭示 出 了 漫长 自然 “实验 ”的 结果 ， 所 以 DNA 序列 比 
较 研 究 成 为 基因 组 学 中 最 引 人 关 注 的 领域 。 

Se ee ee 而 且 小 鼠 和 人 类 基因 
组 大 部 分 区 段 中 ， 这 些 基 因 以 相同 的 顺序 排列 ， 这 个 特征 称 为 保守 同 线性 〈 图 4-18) 。 染 色 体 
染色 的 方法 也 能 揭示 保守 同 线性 ， Aan ltrs 与 其 他 哺乳 动物 染色 体 进 行 比较 ， 
这 种 技术 已 经 用 来 再 现 我 们 人 类 染色 体 的 进化 历史 (图 4-19) 。 
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图 4-19 建议 中 的 人 类 3 号 染色 体 进化 历史 和 它 在 其 他 哺乳 动物 中 的 亲属 
(A) 左下 方 是 假设 存在 于 某 个 哺乳 动物 先祖 染色 体 上 3 号 巢 色 体 片段 的 顺序 。 上 面 排列 的 是 现今 哺乳 动物 染色 体 中 发 
现 的 染色 体 带 型 。 沿 每 个 分 支 标注 的 是 从 假设 的 先祖 得 到 现今 染色 体 的 外 形 所 需 的 最 少 变化 。 在 哺乳 动物 中 ， 认 为 这 
些 变化 类 型 在 染色 体 组 织 结构 中 每 5X105 一 10X105 年 发 生 一 次 。 现 今 染 色 体 中 描绘 的 小 环 代表 着 丝 粒 的 位 置 ，(B) 产 
Æ CA) 中 图 形 的 一 些 染色 体 染色 实验 .每 个 图 显示 了 与 人 类 3 号 染色 体 亲缘 关系 很 近 的 染色 体 ， 它 们 与 不 同 的 DNA 片 
段 杂交 后 染 成 绿色 ， 并 在 图 的 底部 标 以 a、b、c 和 d 4 个 字母 。 这 些 字母 对 应 于 A) 中 图 的 彩色 片段 GRAS. Miller 
et al., Proc. Natl, Acad. Sci, USA97: 206~211, 2000. © Natinal Academy of Sciences) 


染色 体 存 在 于 细胞 生命 过 程 中 的 不 同 阶段 
我 们 已 经 看 到 了 基因 在 染色 体 上 是 如 何 排列 的 ， 但 是 ， 要 形成 具有 功能 的 染色 体 ，DNA 
分 子 必须 具备 更 多 的 功能 而 不 仅仅 是 携带 基因 : 它 必须 能 够 进行 复制 ， 且 复制 后 的 拷贝 必须 


分 离 ， 并 在 每 一 次 细胞 分 裂 时 ， 可 靠 地 分 配 到 子 代 细胞 。 这 个 过 程 需 经 历 一 系列 有 序 的 阶段 ， 
。221 。 


它们 一 起 称 为 细胞 周期 。 图 4-20 简要 地 总 结 了 细胞 的 周期 ， 并 在 第 17 章 进行 详细 的 讨论 。 
本 章 只 关注 细胞 周期 中 的 两 个 阶段 。 在 有 丝 分 裂 间 期 ， 染 色 体 进行 复制 ， 而 在 有 丝 分 裂 期 间 ， 
它们 变 得 高 度 凝 聚 ， 然 后 发 生 分 离 ， 并 分 配给 两 个 子 细胞 核 。 分 裂 细胞 中 存在 的 这 种 高 度 凝 
聚 的 染色 体 称 为 有 丝 分 型 染 色 体 。 这 是 染色 体 最 容易 观察 到 的 形式 ;实际 上 到 目前 为 止 ， 本 
章 所 示 的 所 有 染色 体 图 都 是 处 于 有 丝 分 裂 期 的 染色 体 。 这 种 凝聚 的 状态 对 于 细胞 分 裂 时 有 丝 
分 裂 纺锤 体 将 复制 后 的 染色 体 分 离 是 很 重要 的 ， 这 些 将 在 第 18 章 讨论 。 
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图 4-20 真 核 细胞 周期 简 图 
在 有 丝 分 错 间 期 ， 细 胞 活跃 地 表达 着 它 的 基因 ， 因 而 不 断 合成 蛋白 质 。 而 且 在 间 期 和 细胞 分 裂 之 前 ，DNA 发 生 复制 ， 染 色 
体 也 得 以 加 倍 ， 一 旦 DNA 复制 完成 ， 细 胞 就 可 以 进入 M 期 ， 在 这 一 阶段 发 生 有 丝 分 裂 ， 细 胞 核 分 裂 成 两 个 子 细胞 核 ， 在 
此 期 间 ， 妇 色 体 凝聚 ， 核 膜 破裂 ， 微 管 和 其 他 蛋白 形成 有 丝 分 裂 纺锤 体 ， 有 丝 分 裂 纺锤 体 附着 凝聚 的 有 丝 分 裂 染 色 体 ， 然 
后 将 一 套 完整 的 染色 体 向 细胞 两 端 牵引 。 核 膜 围绕 每 个 染色 体 组 重建 起 来 ， 并 在 M 期 最 后 一 步 ， 细 胞 分 殊 成 两 个 子 细胞 
细胞 周期 大 部 分 时 间 都 花费 在 间 期 ， 相 比 之 下 M 期 很 短暂 ， 在 许多 哺乳 动物 中 大 约 只 占 1h 的 时 间 


在 细胞 周期 的 其 他 阶段 ， 细 胞 没有 进行 分 裂 时 ， 染 色 体 就 会 伸展 开 ， 而且 它 们 的 大 部 分 
染色 质 以 细胞 核 内 长 而 细 的 缠 结 存在 ， 这 样 就 不 容易 分 辨 出 单个 的 染色 体 〈 图 4-21) 。 我 们 称 
这 种 伸展 状态 的 染色 体 为 有 丝 分 裂 间 期 染色 体 。 


每 个 形成 线性 染色 体 的 DNA 分 子 都 必须 含有 一 个 着 丝 粒 、 两 个 端 粒 
和 复制 起 点 


每 条 染色 体 都 作为 一 个 不 同 结构 单位 发 挥 功能 ， 作 为 一 个 拷贝 为 了 在 细胞 分 裂 时 能 传递 
到 每 个 子 细胞 中 ， 每 条 染色 体 必须 能 够 进行 复制 ， 随 后 新 复制 的 染色 体 必 须 分 离 ， 并 正确 地 
分 配 到 两 个 子 细胞 中 。 这 些 基 本 的 功能 由 DNA 中 3 种 特殊 核 苷 酸 序列 进行 控制 ， 它 们 中 每 
一 个 都 与 引导 染色 体 复制 和 分 离 装 置 的 特殊 蛋白 质 结合 (图 4-22) 。 

酵母 的 染色 体 相 对 较 小 ， 并 且 易 于 操作 ， 在 其 中 进行 的 实验 鉴定 出 了 负责 上 述 每 种 功能 
的 最 小 DNA 序列 元 件 。 其中， 一 种 核 背 酸 序列 的 功能 是 作为 DNA 的 复制 起 点 ， 也 就 是 
DNA 开始 复制 的 位 置 。 真 核 生 物 染色 体 含有 许多 复制 起 点 ， 以 确保 整 条 染色 体能 迅速 地 完成 
复制 ， 这 些 在 第 5 章 中 详细 讨论 。 

复制 完毕 以 后 ， 两 条 子 染色 体 仍然 彼此 附着 ， 并 且 随 着 细胞 周期 的 进行 ， 进 一 步 凝 聚 ， 
形成 有 丝 分 裂 染 色 体 。 另 一 种 称 作 着 丝 粒 的 特殊 DNA 序列 的 存在 ， 使 每 条 复制 并 凝聚 的 染 
色 体 在 细胞 分 裂 时 能 向 各 个 子 细胞 牵引 。 在 着 丝 粒 位 置 形 成 了 一 个 称 作 动 粒 的 蛋白 质 复合 物 ， 
它 将 复制 后 的 染色 体 附 着 到 有 丝 分 裂 纺 锤 体 上 ， 使 它们 能 够 被 分 开 (讨论 见 第 18 章 ) 。 
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图 421 比较 伸展 的 间 期 染色 质 与 有 丝 分 裂 染色 体 中 的 染色 质 
(A) 一 张 电 镜 显 微 照片 ， 显 示 了 巨大 的 染色 质 纺 结 从 裂解 的 间 期 细胞 核 涕 出。(B) 一 张 有 丝 分 玖 染色 体 的 扫 
描 电镜 照片 ， 一 条 秦 阶 且 已 倍增 的 染色 体 ， 其 中 的 两 条 新 染色 体 仍然 连接 在 一 起 图 4-22)， 缕 痕 区 域 表 示 着 
丝 粒 位 置 。 注 意 比例 尺 的 差别 [(A》 经 Victoria Foe 许可 ;(B) 经 Terry D. Allen, 许可 ] 
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图 4-22 形成 一 条 能 够 进行 复制 ， 且 在 有 丝 分 裂 时 能 发 生 分 离 的 真 核 染色 体 所 需 的 3 种 DNA 序列 
每 条 染色 体 含有 多 个 复制 起 点 、1 个 着 丝 粒 和 2 个 端 粒 。 这 里 所 示 的 是 一 条 典型 染色 体 在 细胞 周期 中 要 发 生 的 事件 顺 
序 。 在 有 丝 分 裂 间 期 DNA 复制 从 复制 起 点 开始 ， 并 从 这 些 起 点 双向 前 进 跨越 该 染色 体 。 存 M 期 ， 着 丝 粒 将 加 售 的 染 
色 体 附着 到 有 丝 分 裂 纺锤 体 上 ， 这 样 在 有 丝 分 裂 时 就 会 在 每 个 子 细胞 中 分 配 一 份 拷贝 ,着 丝 粒 也 有 助 于 将 加 倍 的 染色 
体 维系 在 一 起 ， 直 到 它们 准备 好 彼此 被 分 离 。 端 粒 在 每 个 染色 体 未 端 形成 特殊 的 帽子 
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第 三 种 特殊 的 DNA 序列 形成 端 粒 ， 也 就 是 染色 体 的 末端 。 端 粒 含有 重复 的 核 背 酸 序列 ， 
使 染色 体 未 端 能 够 有 效 地 复制 。 端 粒 也 行使 其 他 功能 : 重复 的 端 粒 DNA 序列 及 其 相 邻 区 域 
形成 一 种 结构 ， 能 够 防止 细胞 将 染色 体 末 端 识别 为 需要 修复 的 断裂 DNA 分 子 。 我 们 将 在 第 5 
章 讨论 这 种 类 型 的 修复 以 及 端 粒 的 其 他 特征 。 

在 酵母 细胞 中 ， 染 色 体 增殖 所 需 的 这 3 种 序列 都 比较 短 (通常 每 种 不 到 1000 个 碱 基 对 )， 
因此 仅仅 使 用 了 染色 体 信息 携带 容量 的 极 小 部 分 。 尽 管 所 有 真 核 生 物 中 端 粒 序列 都 相当 简单 
且 很 得 ， 但 是 规定 着 丝 粒 和 复制 起 点 的 序列 在 更 复杂 的 生物 中 比 酵 母 中 对 应 的 序列 要 长 得 多 。 
例如 ， 实 验 研究 表明 人 类 染色 体 的 着 丝 粒 可 能 含有 多 达 100 000 个 核 苷 酸 对 。 甚 至 有 人 提出 
人 类 着 丝 粒 并 不 要 求 存在 一 段 有 清晰 核 苷 酸 序列 界限 的 DNA; 而 仅仅 是 形成 一 个 巨大 的 、 规 
律 性 重复 的 蛋白 质 -核酸 结构 。 在 本 章 最 后 ， 我 们 从 更 一 般 的 方面 讨论 形成 染色 体 的 蛋白 质 以 
及 DNA 以 后 ， 再 回 到 这 个 问题 上 来 。 


染色 体 中 的 DNA 分 子 高 度 凝 聚 


所 有 的 真 核 生物 都 有 复杂 的 方式 将 DNA 包装 成 染色 体 。 回 想 本 章 前 面 讲 到 过 ， 人 类 22 
号 染色 体 含有 大 约 18 10° PAF ARMY. EY DNA 伸展 开 来 ， 从 一 端 到 另 一 端 长 达 1. 5cm。 
可 是 作为 有 丝 分 裂 染色 体 存在 时 ，22 号 染色 体 长 度 仅 有 2pm (图 4-10 和 图 4-11), BORED 
端 压缩 比 达 10 000 倍 。 这 个 显著 的 压缩 成 果 是 由 许多 蛋白 质 完成 的 ， 它 们 接连 地 将 DNA 盘 
绕 并 折合 成 越 来 越 高 级 的 组 织 形式 。 间 期 染色 体 DNA 尽管 比 有 丝 分 裂 染 色 体 压缩 程度 小 ， 
但 仍然 紧密 地 包装 着 ， 其 总 压缩 比 大 约 为 1000 倍 。 下 一 部 分 我 们 将 讨论 实现 如 此 压缩 程度 的 
那些 特殊 蛋白 质 。 

阅读 本 部 分 内 容 时 ， 很 重要 的 一 点 就 是 要 记 住 染色 体 的 结构 是 动态 变化 的 ， 不 仅 整 条 染 
色 体 对 应 细胞 周期 的 不 同 阶段 进行 着 凝聚 ， 而 且 间 期 染色 体 的 不 同 区域 ， 在 细胞 利用 特殊 
DNA 序列 进行 基因 表达 、DNA 修复 以 及 复制 时 ， 能 够 凝聚 和 解 凝聚 。 因 此 。 染 色 体 的 包装 
必须 以 某 种 方式 实现 ， 以 便 一 经 要 求 就 能 够 迅速 地 局 部 接触 DNA 序列 。 


核 小 体 是 真 核 生 物 染 色 体 结构 的 基本 单位 


传统 上 将 结合 DNA 并 形成 真 核 生物 染色 体 的 蛋白 质 分 为 两 种 一 般 类 型 ， 组 蛋白 和 非 染 
色 体 组 蛋白 ， 这 两 种 蛋白 质 与 真 核 细 胞 核 内 DNA 形成 的 复合 物 称 为 染色 质 。 细 胞 中 的 组 蛋 
白 数 量 如 此 之 大 每 个 人 类 细胞 每 种 组 蛋白 含量 大 约 为 60X10 个 分 子 )， 以 至 于 染色 质 中 它 
们 的 总 重量 与 DNA 相当 。 

组 蛋白 负责 形成 第 一 级 ， 也 是 最 基本 水 平 的 染色 体 组 织 结构 一 一 核 小 体 ， 它 于 1974 年 
被 发 现 。 将 处 于 有 丝 分 裂 间 期 的 细胞 核 小 心地 破裂 后 ， 在 电子 显微镜 下 进行 观察 它们 的 成 
分 ， 发 现 核 内 大 部 分 染色 体 以 直径 约 30nm 的 纤维 形式 存在 [图 4-23(A)]。 如 果 对 这 种 染色 
质 进行 处 理 使 其 部 分 解 折 个 那么 在 电子 显微镜 下 就 可 以 看 到 它 以 许多 串 在 线 上 的 “ 珠 
子 ”形式 存在 [图 4-23(B)]。 这 条 线 就 是 DNA， 而 每 个 珠子 是 一 个 “ 核 小 体 核心 颗粒 ”， 它 
是 由 DNA 盘 绕 在 组 蛋白 形成 的 蛋白 质 核心 上 而 形成 。 串 在 线 上 的 珠子 代表 染色 体 DNA 包 
装 的 一 级 水 平 。 

最 早 利用 有 些 能 够 在 核 小 体 之 间 切断 DNA 的 特殊 酶 〈 称 作 核酸 酶 )， 消 化 解 折合 的 染色 
体 后 ， 分 离 出 核 小 体 后 得 以 确定 核 小 体 的 组 织 结构 。 用 这 种 酶 消化 较 短 时 间 以 后 ， 就 将 暴露 
在 核 小 体 核 心 颗 粒 之 间 的 DNA 一 一 连接 DNA， 降 解 掉 。 单 个 的 核 小 体 核心 颗粒 由 8 个 组 蛋 
白 形成 的 复合 体 (组 蛋白 H2A、H2B、H3、H4 各 有 两 分 子 ) 和 长 146 个 核 苷 酸 对 的 双 链 
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图 4-23 电子 显微镜 中 观察 到 的 核 小 体 
CAD 直接 从 间 期 细胞 核 中 分 离 得 到 的 染色 质 在 电子 显微镜 中 呈现 出 一 条 厚 30nm 的 细 线 。 (B) 该 
电镜 照片 显示 了 一 自 染 色 质 ， 已 用 实验 方法 去 包装 ， 或 者 解 凝 豪 后 以 便 裸 露出 核 小 体 的 [(A) 经 
Barbara Hamkalo 许 可 ;(B) 经 Victoria Foe 许 可 ] 


连接 DNA 核 小 体 的 核心 组 级 白 


核 小 体 包 含 约 200 
积 色 质 的 串珠 形式 Bi 


核酸 酶 消化 
连接 DNA 


FEB BAS Hy nm 
体 核心 颗粒 + 


高 盐分 离 


分 离 


22 Fo oS Be 


H2A H2B H3 H4 


424 核 小 体 的 结构 组 织 
每 个 核 小 体 含有 一 个 由 8 种 组 蛋白 分 子 形成 的 蛋白 核心 。 如 图 
所 示 ， 用 核酸 酶 (一 种 断裂 DNA (YM) 消化 连接 DNA 后 ， 
从 染色 体 中 释放 出 核 小 体 核心 颗粒 〈 该 核酸 酶 能 降解 裸露 出 来 
的 连接 DNA， 但 不 能 攻击 紧密 缠绕 在 核 小 体 核心 四 周 的 
DNA). 分 离 得 到 的 核 小 体 解 离 成 蛋白 核心 和 DNA 以 后 ， 就 
能 确定 盘 绕 核心 的 DNA 长 度 。146 个 核 苷 酸 对 的 长 度 足以 缠 
绕组 蛋白 核心 1. 65 圈 
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DNA 组 成 。 这 个 组 蛋白 八 聚 体形 成 了 一 个 蛋白 质 核心 ， 双 链 DNA 则 缠绕 其 上 (图 4-24)。 

每 个 核 小 体 核心 颗粒 之 间 由 一 段 连接 DNA 区 域 分 隔 开 ， 它 们 长 度 不 一 ， 在 几 个 核 背 酸 
对 到 80 个 核 苷 酸 对 之 间 变 动 。( 核 小 体 这 个 词 按说 应 该 指 核 小 体 的 核心 颗粒 及 其 邻近 的 一 段 
连接 DNA， 但 它 常 用 作 核 小 体 核心 颗粒 的 同义词 .) 因此 ， 平 均 起 来 核 小 体 间隔 大 约 200 个 
核 苷 酸 对 进行 重复 。 例 如 ， 一 个 含有 6.4X10? 核 苷 酸 对 的 二 倍 体 人 类 细胞 ， 含 有 大 约 30X 
10* 个 核 小 体 。 核 小 体 的 形成 将 一 条 DNA 分 子 转变 成 一 条 染色 质 线 ， 长 度 大 约 为 原来 的 1/3， 
这 是 DNA 包装 的 一 级 水 平 。 


核 小 体 核 心 颗粒 的 结构 揭示 了 DNA 是 如 何 包 装 的 


1997 年 得 到 的 核 小 体 核心 颗粒 高 分 辩 率 的 结构 显示 ，DNA 以 左手 螺旋 绕 圆 盘 状 的 组 蛋 
白 核心 ， 缠 绕 1. 65 (K 4-25)。 形 成 核 小 体 核心 的 4 种 组 蛋白 全 部 都 是 比较 小 的 蛋白 质 
(102 一 135 个 氨基 酸 )， 它 们 共有 一 个 相同 的 结构 域 ， 称 为 组 蛋白 折 和 又 由 2 个 环 连接 3 个 a 
螺旋 而 成 〈 图 4-26)。 在 装配 核 小 体 时 ， 首 先 由 组 蛋白 折 番 彼此 结合 形成 H3-H4 二 聚 体 和 
H2A-H2B 二 聚 体 ， 然 后 2 个 H3-H4 二 聚 体 再 结合 成 四 聚 体 ， 进 一 步 由 一 个 H3-H4 DO 
结合 2 个 H2A-H2B 二 聚 体形 成 致密 的 八 聚 体 ，DNA 就 缠绕 在 它 上 面 〈 图 4-27) 。 


图 4-25 利用 晶体 X 射线 衍射 分 析 确定 的 核 小 体 核 心 颗粒 的 结构 
根据 图 4-26 的 布局 对 每 个 组 蛋白 着 色 ， 淡 灰色 表示 DNA 双 螺旋 GRÉ K. Luger et 


al., Nature 389; 251~260, 1997. © Macmillan Magazines Ltd. ) 


DNA 和 组 蛋白 之 间 的 相互 作用 很 广泛 : 每 个 核 小 体 中 DNA 和 组 蛋白 核心 之 间 形 成 142 
个 氢 键 。 这 些 氢 键 中 将 近 一 半 在 组 蛋白 的 氨基 酸 骨 架 和 DNA 的 磷酸 二 酯 骨架 之 间 形 成 。 大 
量 的 疏水 相互 作用 和 盐 键 也 将 核 小 体 中 的 DNA 和 蛋白 质 维系 在 一 起 。 例 如 ， 所 有 的 核心 组 
蛋白 都 富 含 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 〈2 个 拥有 基本 侧 链 的 氨基 酸 )， 它 们 的 正 电荷 能 有 效 地 中 和 
DNA 骨架 所 带 负 电荷 ， 这 些 大 量 的 相互 作用 部 分 解释 了 为 什么 实际 上 任何 DNA 序列 都 能 结 
合 到 组 蛋白 八 聚 体 核心 上 。DNA 缠绕 组 蛋白 核心 的 路 径 并 不 平坦 ; 相反 ,在 DNA 上 可 看 到 
多 个 结 节 ， 从 核心 不 一 致 的 表面 也 可 想到 这 一 点 。 

每 个 核心 组 蛋白 除了 组 蛋白 折 又 之 外 ， 还 有 一 个 长 长 的 N WEM “E”, EA DNA 组 
蛋白 核心 延伸 出 来 (图 4-27)。 这 些 组 蛋白 尾 上 发 生 许 多 不 同类 型 的 共 价 修饰 ， 由 它们 调控 染 
色 体 结构 的 许多 方面 。 我 们 将 在 本 章 的 后 面 讨论 这 些 问题 。 
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图 4-26 核心 组 蛋白 的 整体 结构 组 织 
CA) 每 个 核心 组 级 白 含有 1 个 N 端 尾 ， 其 上 发 生 多 种 形式 的 共 价 修饰 ， 以 及 1 MARANER, MANR. (B) 组 
蛋白 折合 的 结构 ， 它 由 全 部 4 种 核心 组 蛋白 形成 。(C) 组 蛋白 H2A 和 H2B 通 过 一 种 称 为 “握手 ”的 相互 作用 形成 一 个 
- 聚 体 。H3 和 H4 以 相同 的 相互 作用 方式 形成 一 个 二 聚 体 ， 如 图 4-27 所 示 


由 组 蛋白 在 DNA 包装 过 程 中 所 起 的 重要 作用 ， 可 能 会 推 想到 它们 属于 最 保守 的 真 核 生 
物 蛋 白质 之 列 。 例 如 ， 来 自 于 驴 豆 和 和牛 的 组 蛋白 H4 的 氨基 酸 序 列 102 个 位 点 中 仅 有 2 个 不 
同 ， 这 种 极 强 的 进化 保守 性 表明 组 蛋白 功能 几乎 涉及 所 有 的 氨基 酸 ， 所 以 任何 位 置 的 改变 对 
于 细胞 都 是 有 害 的 。 在 酵母 细胞 中 ， 可 以 通过 体外 突变 给 定 的 组 蛋白 基因 ， 然 后 将 其 引入 到 
酵母 基因 组 中 取代 原来 正常 的 基因 ， 从 而 直接 验证 这 一 点 。 组 蛋白 基因 序列 大 部 分 改变 都 是 
致命 的 ， 即 便 少 数 不 足 以 致命 ， 也 会 引起 基因 表达 正常 模式 的 改变 以 及 其 他 方面 的 异常 。 

尽管 核心 组 蛋白 高 度 保守 ， 许 多 真 核 生 物 也 合成 各 种 特殊 的 核心 组 蛋白 ， 它 们 的 氨基 酸 
序列 与 主要 的 核心 组 蛋白 不 同 。 例 如 ， 海 胆 有 5 种 组 蛋白 H2A 变 体 ， 它 们 每 一 种 都 在 发 育 的 
不 同时 期 表达 。 有 人 认为 核 小 体 已 经 纳 人 了 这 些 稳定 性 与 常规 核 小 体 不 同 的 变 体 组 蛋白 ， 并 
且 它 们 可 能 特别 适合 发 育 早期 阶段 迅速 的 DNA 转录 和 DNA 复制 。 


核 小 体 在 DNA 上 的 位 置 由 DNA 柔性 和 其 他 DNA 结合 蛋白 质 决定 


尽管 从 理论 上 讲 ， 几 乎 每 一 种 DNA 序列 都 能 折 释 成 核 小 体 ， 但 是 细胞 中 核 小 体 间 隔 
可 能 不 规则 ， 两 个 主要 影响 因素 决定 了 在 DNA 中 什么 位 置 能 形成 核 小 体 。 一 个 就 是 双 螺 
旋 DNA 弯曲 形成 绕组 蛋白 八 聚 体外 围 的 两 圈 紧 密 圆 环 的 难度 ， 因 为 这 个 过 程 大 量 地 压缩 
DNA 螺旋 的 小 沟 。 巾 于 小 沟 中 富 含 的 A-T 序 列 比 G-C 序列 更 容易 压缩 ， 每 个 组 蛋白 八 聚 
体 倾向 将 自身 定位 于 DNA 上 某 个 位 置 以 便 让 处 于 DNA 螺旋 内 侧 的 小 沟 最 大 化 (图 4-28) 。 
因此 一 段 DNA 片段 ， 如 果 富 含 A-T 的 短 序列 ， 并 由 整数 倍 的 DNA 环 间隔 开 ， 比 起 那些 缺 
乏 这 些 特征 的 DNA 片段 ， 就 更 容易 绕 核 小 体 弯曲 。 此 外 ， 由 于 核 小 体 中 的 DNA 在 许多 地 
方形 成 结 节 ， 所 以 给 定 的 一 段 核 背 酸 能 够 容纳 这 种 变形 的 能 力 ， 也 能 影响 DNA 在 核 小 体 
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图 4-27 组 蛋白 八 聚 体 的 装配 
组 蛋白 H3-H4 二 聚 体 和 H2A-H2B 二 聚 体 通过 握手 相互 作用 形成 。 一 个 H3-H4 四 豪 体 形成 八 聚 体 骨架 ,然后 2 个 
H2A-H2B 二 聚 体 结合 上 来 ， 完 成 组 装 过 程 。 组 蛋白 按 图 4-26 中 那样 着 色 。 注 意 这 些 组 蛋白 全 部 8 个 N 端 尾 都 从 贺 盘 形 


核心 结构 上 伸 出 。 在 X 射线 晶体 结构 中 (图 4-25)， 大 部 分 组 蛋白 尾 处 于 无 组 织 状态 〈 并 因此 在 结构 中 看 不 到 )， 表 明 
它们 的 构象 是 有 高 度 柔 性 的 〈 摘 自卫 Waterborg 绘制 的 图 ) 
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上 的 位 置 。 = 
DNA 的 这 些 特征 可 能 也 解释 了 某 些 沿 DNA 进行 - 《外 侧 小 沟 

非常 精确 地 定位 ， 显 著 却 又 少见 的 情况 。 然 而 对 于 大 

部 分 染色 体 中 的 DNA 序列 ， 并 不 存在 与 核 小 体 强烈 

优先 结合 的 核 小 体 结合 位 点 ; 核 小 体 可 以 占据 相关 

DNA 序列 上 许多 位 点 中 的 任何 一 个 。 


第 二 个 ， 也 可 能 是 最 重要 的 影响 核 小 体 定位 的 因 
素 是 DNA 上 其 他 牢固 结合 蛋白 质 的 存在 。 一 些 结合 | 和 一 T 优 先 出 现 


蛋白 质 喜 欢 在 它们 附近 形成 核 小 体 ， 另 一 些 则 形成 障 。 wae FFEN 
碍 ， 强 行将 核 小 体 定位 在 它们 之 间 的 位 置 。 最 后 ， 还 DURARA 
有 些 蛋白 质 能 牢固 地 结合 到 DNA 上 ， 即 使 它们 的 。 428 核 小 体 中 DNA WEA 
DNA 结合 位 点 是 核 小 体 的 一 部 分 。 因 此 核 小 体 在 一 段 DNA peepee ar RUA ROB 1. 65 
DNA 上 的 确切 位 置 由 几 个 因素 决定 ， 包 括 DN/ jl) A. 这 由 图 以 大 致 的 比例 绘制 ， 显 示 了 在 转角 
和 是 否 存在 结合 到 DNA 上 的 蛋白 质 及 其 特性 。 而且， MMM nn one 
下 面 我 们 将 看 到 ， 核 小 体 在 DNA 上 的 排列 是 高 度 动 小 沟 中 
态 的 ， 根 据 细胞 的 需要 在 迅速 地 发 生变 化 。 
核 小 体 通常 一 起 包装 成 一 条 致密 的 染色 质 纤维 

尽管 大 多 数 染 色 体 DNA 上 形成 了 长 串 的 核 小 体 ， 但 活 细胞 中 的 染色 质 可 能 基本 不 采用 
这 种 伸展 的 “串珠 状 链 ”的 形式 。 相 反 ， 核 小 体 一 个 释 一 个 地 组 装 起 来 ， 形 成 一 种 规则 的 排 
列 ， 甚 至 进一步 压缩 了 其 中 的 DNA。 因 此 将 细胞 核 小 心地 裂解 到 电子 显微镜 的 载 网 上 的 时 
候 ， 可 以 看 到 大 部 分 染色 质 以 直径 大 约 30nm 的 纤维 形式 存在 ， 这 上 比 以 “串珠 状 链 ” 形 式 存 
在 的 染色 体 要 宽 得 多 (图 4-23)。 


30nm 
图 4-29 30nm 染色 质 纤维 乙 字 形 模型 的 变化 形式 
CA) A BD 支持 存在 《C) 中 所 描绘 的 右上 和 右 下 模型 结构 的 电子 显 微 照片 证 据 。(C) Z 字形 变化 形式 。 有 人 提 
纤维 长 度 类 似 手 风 酚 的 伸展 和 压缩 来 实现 这 三 种 变化 之 间 的 相互 转换 。 连 接 DNA 的 曲折 前 进 或 缠绕 ， 或 者 纤维 
部 微小 变动 ， 可 以 容纳 相 邻 核 小 体 珠子 之 间 连 接 DNA 长 度 的 差异 。30nm 纤维 的 形成 既 需 要 组 蛋白 HI ， 也 需要 
蛋白 尾 ， 为 简便 起 见 ， 这 里 两 者 都 未 示 出 ， 但 可 见 图 4-30 和 图 4-32 (摘自 了 Bednar et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 95; 14173~14178, 1998. © National Academy of Science) 


已 经 提出 多 种 模型 用 于 解释 核 小 体 在 30nm 染色 质 纤维 中 是 如 何 包装 的 ;但 其 中 与 能 够 
获得 的 数据 最 一 致 的 模型 是 一 系列 的 结构 变化 ， 它 们 统称 为 2 字形 模型 (图 4-.29)。 事 实 上 ， 
染色 体 中 发 现 的 30nm 结构 可 能 是 不 同 的 Z 字 形 的 变化 形式 镶嵌 而 成 的 一 种 易 变 的 模式 。 前 
面 我 们 看 到 连接 相 邻 两 个 核 小 体 的 连接 DNA 长 度 可 以 不 同 ， 连 接 DNA 长 度 的 这 些 差别 可 能 
进一步 扰乱 了 局 部 的 Z 字形 结构 。 最 后 ， 其 他 DNA 结合 蛋白 质 和 难以 折 春 成 核 小 体 的 DNA 
序列 的 存在 也 使 30nm 纤维 间断 出 现 了 不 规则 的 特征 〈 图 4-30) 。 


序列 特异 性 的 N 
FNS nm 
DNA 结 合 组 白 纤维 


图 4-30 30nm 纤维 中 的 不 规则 性 
这 幅 30nm 纤维 的 简 图 说 明了 序列 特异 的 DNA 结合 蛋白 质 对 其 结构 的 阻 断 。 第 7 章 解释 了 这 些 蛋白 质 是 4 


加 结合 

DNA 的 ，30nm 纤维 的 阻 断 可 能 是 央 为 存在 完全 缺少 核 小 体 的 DNA 区 域 ， 或 者 更 可 能 是 因为 存在 含有 改 重建 过 

的 核 小 体 的 区 域 。 通 过 实验 的 方法 常常 发 现 ， 不 含 核 小 体 或 含有 重建 核 小 体 区 域 的 DNA 对 核酸 酷 消化 异常 敏感 (与 核 
小 体 中 的 DNA 相 比 ) 


多 种 机 制 可 能 一 起 发 挥 作 用 ， 从 线 状 的 核 小 体 链 形成 30nm 纤维 。 首 先 ， 另 外 一 种 组 蛋白 ， 
称 作 组 蛋白 H1， 参 与 了 此 过 程 。H1 比 核心 组 蛋白 更 大 ， 而 且 远 远 不 及 核心 组 蛋白 保守 。 实 际 
上 ， 大 部 分 真 核 生 物 的 细胞 合成 许多 组 蛋白 H1， 它 们 密切 相关 ， 但 具有 相当 不 同 氨基 酸 序列 。 

每 个 核 小 体 结合 一 个 组 蛋白 H 分 子 ， 从 而 将 DNA 和 蛋白 质 联系 起 来 ， 并 在 DNA 从 核 
小 体 出 来 时 ， 改 变 它 的 延伸 路 径 。 至 于 H 是 如 何 将 多 个 核 小 体 一 起 包装 进 30nm 纤维 ， 其 
细节 尽管 还 不 清楚 ， 但 是 看 起 来 DNA 伸 出 路 径 的 改变 对 于 压缩 核 小 体 DNA 似乎 起 着 关键 作 
用 ， 因 为 这 样 它 就 可 以 彼此 连锁 起 来 形成 30nm 纤维 (图 4-31), 

另外 一 种 形成 30nm 纤维 的 机 制 可 能 涉及 从 核 小 体 伸 出 的 核心 组 蛋白 尾 ， 这 在 前 面 我 们 


Eol 


组 蛋白 HI 


图 431 DNA 从 核 小 体 出 来 时 组 蛋白 HI 怎样 改变 其 路 径 的 猜测 模型 
组 蛋白 HI (绿色 ) 由 1 个 球状 核心 和 2 个 伸展 的 尾 组 成 。 Hl 对 核 小 体 结构 压缩 的 作用 一 部 分 可 能 来 自 电荷 的 中 和 ， 与 
核心 组 蛋白 一 样 ，H1 带 正 电荷 〈 尤 其 是 它 的 C 端 是 )， 这 有 助 于 压缩 带 负电 荷 的 DNA。 与 核心 组 蛋白 不 同 的 是 ，Hl 似 
乎 对 细胞 存活 不 是 必需 的 : 在 一 种 纤毛 原虫 中 ,缺少 组 蛋白 Hl 的 细胞 核 增加 了 将 近 2 倍 ， 但 细胞 看 起 来 是 正常 的 
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已 经 看 到 。 有 人 认为 这 些 尾 可 能 有 助 于 核 小 体 彼此 附着 因而 在 组 蛋白 H1 的 帮助 下 将 一 
串 核 小 体 压缩 成 30nm 纤维 (图 4-32) 。 
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图 432 形成 30nm 纤维 的 组 蛋白 尾 猜测 模型 
(A) 从 每 个 核 小 体 伸 出 的 8 条 组 蛋白 尾 的 大 致 出 口 位 点 ， 其 中 每 个 组 蛋白 亚 基 伸 出 4 条 。 在 核 小 体高 分 辩 率 结构 中 〈 图 
4-25)， 这 些 尾 非常 缺少 组 织 性 ， 表 明 它 们 具有 高 度 的 柔性 。(B) 一 个 猜测 模型 ， 显 示 了 组 蛋白 尾 可 能 是 如 何 帮 助 核 小 
体 包装 30nm 纤维 的 。 该 模型 基于 :四 表明 组 蛋白 尾 帮助 形成 30nm 纤维 的 证 据 ; 四 核 小 体 X 射线 衍射 晶体 结构 ， 
它 显 示 在 晶 格 中 一 个 核 小 体 的 尾 与 相 邻 核 小 体 组 蛋白 核心 接触 ; 团 表 明 组 蛋白 尾 与 DNA 相互 作用 的 证 据 


ATP 驱动 的 染色 质 重 建 装置 改变 了 核 小 体 结构 


多 年 以 来 生物 学 认为 ， 一 旦 在 DNA 某 个 特定 位 置 形成 一 个 核 小 体 ， 由 于 存在 核心 组 蛋 
AM DNA 之 间 牢 固 的 结合 ， 它 就 会 在 这 个 位 置 固定 不 动 。 但 是 ， 最 近 发 现 真 核 细胞 含 
有 染色 质 重建 复合 体 ， 它 们 是 一 种 蛋白 质 装置 ， 利 用 ATP 水 解释 放 的 能 量 暂时 改变 核 小 体 的 
结构 ， 这 样 DNA 对 组 蛋白 核心 的 结合 就 变 得 比较 松弛 。 重 建 后 的 状态 可 能 主要 因为 
H2A-H2B 二 聚 体 在 核 小 体 核心 中 发 生 移动 而 形成 ; H3-H4 四 聚 体 特别 稳定 ， 所 以 难以 重新 
排列 (图 4-27) 。 

核 小 体 结构 的 重建 产生 两 个 重要 的 结果 。 首 先 它 使 细胞 内 其 他 蛋白 质 能 迅速 接触 核 小 体 
DNA， 尤 其 是 那些 参与 基因 表达 、DNA 复制 以 及 修复 的 蛋白 质 。 即 便 在 这 种 重建 复合 体 解 
体 以 后 ， 核 小 体 仍然 保持 处 于 “重建 状态 ”， 含 有 DNA 和 全 部 的 结合 组 蛋白 ， 只 不 过 核 小 体 
中 DNA- 组 蛋白 结合 变 得 松弛 翼 了 ; 然后 这 种 重建 状态 缓慢 地 恢复 到 重建 前 的 标准 核 小 体 状 
态 。 其 次 ， 重 建 复 合体 能 够 催化 DNA 上 的 核 小 体位 置 发 生 改变 〈 图 4-33); 有 些 甚至 能 将 组 
蛋白 核心 从 一 条 DNA 分 子 转移 到 另 一 条 DNA 分 子 。 

细胞 有 多 种 不 同 的 染色 质 重建 复合 体 ， 它 们 的 特性 存在 细微 的 差别 。 其 中 大 部 分 是 巨大 的 蛋 
白质 复合 体 ， 含 有 超过 十 多 个 亚 基 。 可 能 无 论 什么 时 候 真 核 细胞 需要 直接 接触 核 小 体 DNA, 以 便 
进行 基因 表达 ，DNA 复制 或 者 DNA 修复 时 ， 都 会 利用 到 它们 。 不 同 的 重建 复合 体 可 能 具有 专 
门 针对 其 所 起 作用 的 特征 。 有 人 认为 一 部 分 重建 复合 体 主要 作用 就 是 允许 蛋白 质 接触 核 小 体 
DNA， 而 另 一 部 分 重建 复合 体 则 在 不 要 求 接触 核 小 体 DNA 的 时 候 重 新 形成 核 小 体 (图 4-34)。 

细胞 小 心地 调控 着 染色 质 重建 复合 体 。 我 们 将 在 第 7 章 看 到 ， 当 基因 打开 和 关闭 时 ， 这 
些 复合 体会 被 带 至 DNA 的 特殊 区 域 , 在 这 里 它们 发 挥 作用 ， 影 响 局 部 染色 质 结构 。 在 有 丝 分 
裂 期 间 ， 至 少 有 些 染 色 质 重建 复合 体 因 磷酸 化 而 失 活 ， 这 样 可 能 有 助 于 紧密 包装 的 有 丝 分 裂 
染色 体 维持 其 结构 。 
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图 4-33 解释 某 些 重建 复合 体 机 制 的 模型 
不 存在 重建 复合 体 时 ， 由 于 较 高 的 活化 能 障碍 ， 所 示 的 三 种 核 小 体 状 态 之 间 的 相互 转换 非常 缓慢 .染色 质 重 建 复合 
体 绿色) 利用 ATP 水 解释 放 的 能 基 ， 形 成 一 个 活化 的 中 间 产 物 〈 中 间 图 所 示 )， 其 中 的 组 蛋白 -DNA 接触 受到 部 分 
阻 断 。 然 后 这 种 活化 的 状态 可 以 衰退 成 所 示 三 种 核 小 体 构 型 中 的 任何 一 种 。 通 过 这 种 方式 ， 重 建 复 合体 大 大 增加 了 
不 同 核 小 体 状态 之 间 相互 转换 的 速率 。DNA- 组 蛋白 接触 发 生 松弛 的 重建 状态 ， 是 一 个 比 标准 核 小 体 有 更 高 自由 能 水 
平 的 状态 ， 并 将 缓慢 逆转 成 标准 核 小 体 构象 ， 即 便 缺 少 重建 复合 体 也 如 此 。 细 胞 拥有 许多 不 同 的 染色 质 重建 复合 体 ， 
它们 在 具体 的 生物 化 学 特性 方面 存在 差别 ,例如 ， 不 是 所 有 重建 复合 体 都 能 改变 一 个 核 小 体 的 位 置 ， 但 是 所 有 的 都 
利用 ATP 水 解 改 变 核 小 体 结构 摘自 RE.、 Kingston and G. J. Narlikar, Genes Dev, 13: 2 2352, 1999) 


组 蛋白 尾 的 共 价 修饰 可 以 对 染色 质 产 生 深 远 的 影响 


4 种 核心 组 蛋白 中 每 一 个 的 N 端 尾 在 序列 上 都 高 度 保守 ， 并 在 调节 染色 质 结构 中 发 挥 关 键 
作用 ， 每 一 条 尾 都 经 过 多 种 类 型 的 共 价 修饰 ， 包 括 赖 氨 酸 的 乙酰 化 、 赖 氨 酸 的 甲 基 化 和 丝氨酸 
的 磷酸 化 [图 4-35(A)]。 组 蛋白 在 细胞 质 内 合成 ， 然 后 组 装 成 核 小 体 。 组 蛋白 尾 修 饰 有 些 就 发 生 
在 刚 合成 之 后 ， 但 在 组 装 之 前 。 可 是 我 们 关注 的 是 一 旦 核 小 体 装配 起 来 以 后 所 发 生 的 修饰 。 这 
些 核 小 体 的 修饰 与 去 修饰 都 由 细胞 核 内 的 酶 催化 进行 。 例 如 ， 组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 CHAT) At 
化 在 组 蛋白 尾 上 增加 一 个 乙酰 基 ， 而 去 掉 乙 酰基 则 由 组 蛋白 脱 乙酰 酶 (HDAC 催化 。 

组 蛋白 尾 的 不 同 修饰 ， 产 生 许多 重要 的 结果 。 尽 管 尾 的 共 价 修饰 对 单个 核 小 体 的 稳定 性 
的 直接 影响 很 小 ， 但 是 这 种 修饰 似乎 会 影响 30nm 染色 体 纤维 以 及 下 面 讨论 的 更 高 级 结构 的 
稳定 性 。 例 如 ， 组 蛋白 乙酰 化 会 降低 染色 质 结构 的 稳定 性 ， 部 分 可 能 是 因为 增加 一 个 乙酰 基 
后 就 从 赖 氨 酸 上 移 走 了 正 电 荷 ， 因 而 在 压缩 染色 质 时 ， 组 蛋白 要 中 和 DNA 上 的 负电 荷 就 更 
加 困难 。 然 而 ， 修 饰 后 的 组 蛋白 尾 产生 的 最 深远 的 影响 就 是 ， 它 们 能 够 吸引 特殊 蛋白 质 结合 
一 段 经 过 适当 修饰 的 染色 质 。 根 据 组 蛋白 尾 的 精确 修饰 情况 ， 这 些 蛋白 质 能 够 促使 染色 质 进 
一 步 压 缩 ， 或 者 能 够 促进 与 DNA 的 接触 。 如 果 考 虑 到 修饰 之 间 的 组 合 情 况 ， 每 条 组 蛋白 尾 
可 能 存在 的 不 同 修饰 标记 就 是 一 个 十 分 巨大 的 数目 了 。 因 此 ， 有 人 提出 ， 给 定 的 一 段 染色 质 
通过 组 蛋白 尾 共 价 修饰 ， 能 够 传递 给 细胞 具有 特定 意义 的 信息 [图 4-35(B)]。 例 如 ， 可 能 某 种 
标记 传递 的 信息 表示 一 段 染 色 质 已 完成 复制 ， 而 另 一 种 标记 则 表示 不 应 该 进行 基因 表达 。 根 
据 这 个 观点 ， 每 种 不 同 的 标记 将 会 吸引 那些 将 随后 执行 相应 功能 的 蛋白 质 。 由 于 组 蛋白 尾 是 
伸展 的 ， 并 因而 即便 在 染色 质 处 于 凝聚 状态 时 ， 也 可 以 接触 到， 所 以 它们 为 这 类 信息 提供 了 
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基因 表达 ，DNA 复 制 ， 以 及 其 他 需要 DNA 核 小 体 解 离 的 过 程 


图 4-34 核 小 体 破坏 和 重新 形成 的 循环 机 制 
根据 这 个 模型 ， 尽 管 从 理论 上 讲 ， 相 同 复合 体 可 能 储 化 两 个 反应 但 不 同 的 染色 质 重建 复合 体 破坏 并 重新 形成 核 小 
YB. DNA 结合 蛋白 可 以 在 基因 表达 、DNA 复制 或 DNA 修复 中 发 挥 作用 ， 并 在 有 些 情况 下 ， 它 们 结合 在 一 起 可 以 引 
起 组 蛋白 核心 解 离 ， 以 使 形成 像 图 4-30 所 示 的 无 核 小 体 DNA 区 域 〈 摘 自 A. Travers, Cell 96; 311 一 314，1999) 
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图 4-35 核心 组 蛋白 尾 的 共 价 修饰 
《A) 图 中 显示 了 已 知 的 4 种 组 级 白 核 心 的 蛋白 修饰 ，Me== 甲 基 ，Ac= 乙 酌 基 ,P= 磷酸 ，u= 泛 案 ， 注 意 有 此 位 置 能 
以 不 只 一 种 方式 《如 H3 上 的 第 9 位 赖 氨 酸 ) 修饰 。 大 多 数 这 些 修饰 将 组 蛋白 尾 增加 了 一 个 比较 小 的 分 子 ， 一 个 例外 
就 是 证 过 一 个 含有 76 个 氨基 酸 的 蛋白 质 ， 并 且 也 用 于 其 他 细胞 的 过 程 中 《〈 图 6-87)。 泛 素 在 染色 质 中 的 功能 还 
不 太 清楚 ALAC H2B 可 以 由 单个 泛 素 分 子 修饰 ，H2A 可 由 多 个 泛 素 的 连接 加 以 修饰 。(B) 组 蛋白 密码 假说 。 组 蛋 
和 白 可 以 用 不 同 的 修饰 组 合 进行 标记 。 根 据 这 个 假说 ， 每 一 种 标记 传递 给 发 生 标记 的 染色 质 片段 特殊 的 含义 。 只 有 一 些 
修饰 含义 是 已 知 的 ， 第 7 章 中 ， 我 们 讨论 了 基因 表达 所 需 的 一 种 蛋白 质 解读 双 乙 酰 化 的 H4 尾 的 方式 。 在 另 一 个 经 过 
详细 研究 的 例子 中 ， 一 组 蛋白 识 鹿 在 第 9 位 氨基 酸 甲 基 化 的 一 条 HA 尾 ， 这 些 蛋 白质 形成 一 种 特别 紧密 的 染色 质 形 
式 ， 能 够 使 基因 表达 发 生 沉默 。 组 蛋白 H3 的 第 14 RUN AEA HA 的 第 8 和 16 位 赖 氨 酸 的 乙 本 化， 通常 与 基 
央 表达 有 关 ， 由 类 型 A 组 蛋白 乙酰 转移 酶 (HAT) 在 细胞 核 内 催化 进行 。 相 比 之 下 ,组 恒 白 H4 的 第 5 和 12 位 赖 氨 
MAMA H3 的 一 个 帧 氨 酸 的 乙酰 化 发 生 在 细胞 质 ， 在 组 蛋白 已 合成 以 后 但 未 整合 到 核 小 体 中 之 前 ， 这 些 修 饰 由 类 
型 B 组 蛋白 乙酰 转移 酶 催化 。 这 些 经 过 修饰 的 组 蛋白 在 DNA 合成 以 后 堆积 在 DNA k. (图 5-41)， 之 后 不 久 它们 的 
乙酰 基 团 就 由 组 蛋白 脱 乙酰 酶 CIDA) 水 解 下 来 。 因 此 这 些 位 点 的 乙酰 化 标志 着 新 复制 的 染色 质 。 概 据 局 部 染色 质 
结构 的 其 他 特征 ， 一 条 组 蛋白 尾 上 特定 位 置 发 生 修饰 能 够 代表 不 同 的 意义 。 例 如， 组 恒 白 H3 的 第 10 位 磷酸 化 ， 不 
仅 与 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 中 发 生 的 染色 体 凝 聚 有 关 ， 而 且 与 某 些 基因 表达 有 关 。 有 有 些 组 蛋白 尾 修饰 是 相互 依赖 的 。 例 
如 ，H3 的 第 9 位 甲 基 化 阻 断 了 H3 的 第 10 位 磷酸 化 ， 反 之 亦 然 
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特别 恰当 的 安排 形式 。 

修饰 〈 以 及 除去 修饰 ) 组 蛋白 尾 的 酶 与 染色 质 重建 复合 体 一 样 ， 通 常 都 是 多 亚 基 蛋 白质 ， 
并 受到 严格 的 调控 。 它 们 由 其 他 线索 ， 尤 其 是 序列 特异 的 DNA 结合 蛋白 ， 引 导 至 染色 质 特 
定 区 域 。 因 此 我 们 可 以 想像 到 反复 的 组 蛋白 尾 修 饰 和 去 修饰 是 如 何 让 染色 质 结 构 发 生动 态 变 
化 的 一 一 局 部 压缩 或 解压 缩 染 色 质 ， 此 外 ， 还 吸引 了 每 种 修饰 状态 特异 的 蛋白 质 。 有 可 能 组 
蛋白 修饰 酶 和 染色 质 重建 复合 体 协 同 作用 ， 压 缩 和 再 压缩 了 染色 质 。 例 如 ， 有 证 据 表明 特定 
的 组 蛋白 尾 修饰 吸引 特定 类 型 的 重建 复合 体 。 此 外 ， 有 些 染 色 质 重建 复合 体 含有 组 蛋白 修饰 
酶 作为 亚 基 ， 从 而 直接 将 两 个 过 程 联系 起 来 。 
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一 个 基因 就 是 DNA 分 子 中 的 一 段 核 音 酸 序列 ， 是 合成 蛋白 质 、 结 构 RNA 和 催化 RNA 
分 子 的 功能 单位 。 在 真 核 生物 中 ， 蛋 白质 编码 基因 通常 由 一 串 交替 排列 的 内 含 子 和 外 显 子 组 
成 。 一 条 含有 许多 线性 排列 基因 的 元 长 DNA 分 子 形成 了 染色 体 。 人 类 基因 组 有 3.2X10 个 
DNA 核 葵 酸 对 ， 分 属 22 条 不 同 的 常 染色 体 和 2 条 性 染色 体 。 只 有 一 小 部 分 染色 体 DNA 编码 
了 有 蛋白质 或 者 起 结构 和 催化 作用 的 RNA。 染 色 体 DNA 分 子 还 含有 其 他 三 种 在 功能 上 很 重要 
的 核 葵 酸 序列 : 复制 起 点 和 端点 ， 它 们 能 使 DNA 分 子 完整 复制 ; 以 及 中 心 粒 ， 它 能 使 子 代 
DNA 分 子 附着 到 有 丝 分 裂 纺锤 体 上 ， 从 而 确保 了 在 细胞 周期 的 M 期 能 精确 地 分 离 到 子 代 
细胞 中 去 。 

真 核 生 物 内 的 DNA 紧密 地 结合 到 等 量 的 组 蛋白 上 ， 结 果 形 成 了 重复 排列 的 DNA- 蛋 白质 
颗粒 ， 称 为 核 小 体 。 核 小 体 由 DNA 双 螺 旋 包 衷 一 个 组 蛋白 八 聚 体 核心 而 来 。 虽 然 核 小 体 在 
DNA 上 的 定位 并 不 规则 ， 但 为 了 形成 30nm 纤维 ， 通 常 核 小 体 一 起 包装 成 半 规 则 排列 〈 在 组 
KOHL 分 子 的 帮助 下 )。 尽 管 染色 质 高 度 压 缩 ， 它 的 结构 却 必须 是 高 度 动态 变化 ， 以 便 让 细 
胞 能 接触 到 DNA。 为 了 实现 这 一 目的 ， 一 般 存 在 两 种 策略 来 可 逆 地 改变 染色 质 结构 : ATP 
驱动 的 染色 质 重 建 复合 体 ， 以 及 在 4 种 核心 组 蛋白 N 端 尾 上 进行 的 酶 催 共 价 修饰 。 


染色 体 的 总 体 结构 


讨论 过 形成 30nm 染色 质 纤维 的 DNA 和 和 蛋白质 分 子 以 后 ， 现 在 我 们 来 讨论 更 高 整体 水 平 
的 染色 体 组 织 结构 。 以 30nm 纤维 存在 时 ， 人 类 染色 体 仍然 长 达 0. lcm， 比 细胞 核 直径 宽 100 
倍 。 显 然 ， 必 定 还 存在 更 高 水 平 的 折合 ， 即 便 对 于 有 丝 分 裂 间 期 染色 体 也 同样 如 此 。 这 种 更 
高 水 平 的 包装 是 染色 体 结构 中 最 让 人 感 兴趣 的 一 个 方面 ， 但 也 是 了 解 得 最 少 的 一 个 方面 。 尽 
管 这 种 包装 的 分 子 基础 在 很 大 程度 上 仍然 是 个 迹 , 但 是 它 几 乎 肯定 涉及 将 30nm AEDT AEN 
一 系列 的 环 和 盘 绕 ， 这 些 我 们 在 下 面 可 以 看 到 。 我 们 有 关 这 种 更 加 有 序 的 包装 的 讨论 开始 了 
染色 体 组 织 构造 中 一 个 重要 的 主题 : 间 期 染色 质 的 结构 是 易 变 的 ， 在 任何 时 候 都 要 裸露 出 细 
胞 直接 需要 的 DNA 序列 。 

首先 ， 我 们 描述 几 个 不 常见 的 例子 ， 在 这 些 例子 中 能 容易 地 观察 到 间 期 染色 质 整 体 结构 
和 组 织 形式 。 我 们 认为 这 些 罕见 的 情况 可 能 代表 了 所 有 间 期 染色 体 结构 的 特征 。 接 着 ， 我 们 
描述 构成 典型 间 期 染色 体 不 同形 式 的 染色 质 。 最 后 ， 我 们 讨论 在 有 丝 分 裂 过 程 中 ， 间 期 染色 
体 发 生 的 进一步 压缩 。 


灯 刷 染色 体 含有 解 凝聚 的 染色 质 环 


有 丝 分 裂 间 期 细胞 的 大 部 分 染色 体 都 太 细 太 乱 而 不 容易 清楚 地 观察 。 然 而 在 一 些 少见 的 
情况 下 ， 也 可 以 看 到 间 期 染色 体 具 有 精确 界定 的 高 级 有 序 结构 ， 据 认为 这 些 高 级 有 序 结构 的 
某 些 特征 是 所 有 间 期 染色 体 的 代表 。 例 如 ， 在 生长 的 两 栖 动物 卵 母 细胞 中 〈 未 成 熟 的 卵子 )， 
有 丝 分 裂 期 间 配对 的 染色 体 基因 表达 非常 活跃 ， 它 们 通常 形成 僵硬 而 伸展 的 染色 质 环 。 这 些 
所 谓 的 灯 刷 染色 体 〈 已 知 最 大 的 染色 体 ) ， 即 便 在 光学 显微镜 下 也 清晰 可 见 ， 能 够 观察 到 它们 
巨大 的 染色 质 环 从 一 条 线性 的 染色 体 轴 向 四 周 发 散 出 来 〈 图 4-36). 

图 4-37 说 明了 灯 刷 染色 体 的 组 织 情况 。 一 个 给 定 的 环 总 是 含有 相同 的 DNA 序列 ， 并 且 
当 卵 全 细胞 不 断 生 长 时 ， 它 始终 保持 同一 种 方式 伸展 着 。 其 他 实验 表明 DNA 环 上 存在 的 大 
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图 4-36 灯 刷 染色 体 
CA) 两 栖 类 卵 母 细胞 中 的 一 个 灯 剧 染色 体 的 光学 显 微 照 片 . 在 卵 母 细胞 分 化 早期 ， 每 个 染色 体 进行 复制 ， 为 减 数 
分 型 作 准备 ， 复 制 出 同 源 染 色 体 配 对 形成 这 种 高 度 伸展 的 结构 ， È 含有 4 条 复制 的 DNA 分 子 或 染色 单 体 。 灯 
刷 染 色 体 时 期 持续 数 个 月 或 数 年 ， 同 时 卵 母 细胞 持续 增加 其 最 终 发 育成 新 个 体 所 需 的 营养 物质 。(B) 显示 两 栖 类 灯 
刷 染色 体 一 部 分 的 荧光 光学 显 微 照片 。 利 用 基因 表达 某 一 步骤 中 加 工 RNA 的 蛋白 质 的 抗体 ， 将 活跃 表达 的 
区 域 染 成 绿色 (讨论 见 第 6 章 )。 贺 形 颗粒 认为 是 对 应 于 RNA 剪接 装置 的 巨大 复合 体 ; 这 也 将 在 第 6 章 中 讨论 [(A) 
经 Joseph G，Gall 许 可 ，(B) 经 Joseph G. Gall 和 Christine Murphy 许可 ] 


多 数 基因 都 在 活跃 表达 [图 4-36(B)]。 然 而 大 部 分 DNA 都 不 在 突 环 上 ， 而 是 位 于 轴 上 ， 保 持 
高 度 凝聚 ， 形 成 染色 粒 ， 一 般 它们 不 表达 。 灯 刷 染色 体例 证 了 一 个 本 章 重 现 的 主题 如 果 
细胞 正在 利用 染色 质 某 段 区 域 DNA， 这 段 染色 质 就 呈现 伸展 构 ; BU, REER. H 
灯 刷 染色 体 中 ， 这 种 调控 的 结构 单位 是 巨大 而 且 得 到 精确 界定 的 环 。 

相对 而 言 ， 只 有 极 少 的 物种 经 过 特 化 产生 灯 刷 染色 体 。 然 而 ， 如 果 将 来 自 正常 情况 下 不 
形成 灯 刷 染色 体 的 生物 的 DNA (如 来 自 某 种 鱼 的 DNA)， 注 射 到 两 栖 动 物 卵 细胞 内 ， 也 会 形 
成 灯 刷 染色 体 。 在 这 种 实验 的 基础 上 ， 有 人 提出 所 有 真 核 生物 的 间 期 染色 体 都 排列 成 环 ， 它 
们 在 正常 情况 下 太 小 而 且 太 脆弱 ， 以 至 于 不 容易 观察 到 。 今 后 有 可 能 小 心地 从 哺乳 动物 如 小 
+ 
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染色 体 交 叉 点 
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图 437 灯 刷 染色 体 的 结构 模型 
在 许多 两 栖 动 物 中 一 套 灯 刷 染色 体 含有 总 共 约 10 000 个 染色 质 环 ， 尽 管 每 条 染色 体 中 的 大 部 分 DNA 都 保持 高 度 凝 聚 
成 染色 粒 。 每 个 环 对 应 一 段 特定 的 DNA 序列 。 由 于 图 的 上 面 所 示 的 两 条 染色 体 每 个 都 由 两 条 紧密 并 列 起 来 的 新 复制 染 
色 体 组 成 ， 所 以 每 个 细胞 中 每 个 环 存在 4 个 拷贝 。 该 四 链 结构 是 卵 母 细胞 的 减 数 分 裂 双 线 期 的 特征 ; 见 图 20-12 


鼠 中 取出 DNA， 将 其 引入 两 栖 动物 卵 母 细胞 后 ， 形 成 灯 剧 染色 体 。 这 样 可 以 将 环 结构 、 基 因 
排列 和 DNA 序列 具体 地 联系 起 来 ， 我 们 就 能 着 手 了 解 环 的 包装 与 DNA 序列 之 间 的 联系 。 


果 蝇 多 线 染 色 体 排列 成 交替 的 带 和 间 带 


某 些 昆 虫 细胞 也 含有 的 特 化 的 容易 观察 到 的 间 期 染色 体 ， 虽 然 这 种 特 化 与 形成 灯 刷 染色 体 
的 不 同 。 在 某 些 幼 蝇 细胞 中 ， 有 许多 细胞 经 过 多 轮 DNA 合成 ， 而 细胞 却 不 分 裂 ， 结 果 长 成 一 个 
巨大 的 细胞 。 所 形成 的 巨大 细胞 比 全 部 的 正常 DNA 量 多 几 千 倍 。DNA 含量 高 于 全 部 正常 DNA 
量 的 细胞 称 为 多 倍 体 ， 它 含有 数目 增加 的 标准 染色 体 拷贝 。 在 许多 果 蝇 幼虫 的 分 泌 细胞 中 ， 所 
有 的 同 源 染色 体 拷贝 并 排 在 一 起 ， 就 像 插入 盒 内 的 吸管 一 样 ， 形 成 了 一 条 多 线 染色 体 。 有 些 巨 
大 的 昆虫 细胞 内 ， 多 线 染色 体 可 以 散布 存在 ， 形 成 一 个 常规 多 倍 体 细胞 ， 这 个 事实 表明 这 两 种 
染色 体 状态 是 密切 相关 的 ， 且 多 线 染 色 体 的 基本 结构 必定 与 正常 染色 体 的 结构 相似 。 

多 线 染 色 体 通常 容易 在 光学 显微镜 下 观察 到 ， 因 为 它们 如 此 巨大 ， 也 因为 精确 地 并 行 排 
列 的 单 股 染色 体 之 间 的 附着 力 大 大 延长 了 染色 体 轴 ， 并 防止 了 缠 结 的 形成 。 多 染色 线 现象 在 
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图 4-38 果 蝇 唾 腺 细胞 整套 多 线 染色 体 

为 了 便于 观察 ， 这 些 染 色 体 已 在 显微镜 载 玻 片上 压 扁 后 伸展 开 。 果 映 有 4 条 染色 体 ， 这 里 所 示 的 是 4 个 不 同 的 染 

色 配 体 对 。 但 是 每 条 染色 体 与 同 源 物 的 紧密 配对 这 样 每 个 染色 休 配 对 看 起 来 是 单一 的 结构 )， 在 大 多 数 细胞 核 中 

并 不 是 这 样 的 《除了 在 减 数 分 裂 间 期 )。 这 4 条 多 线 巢 色 体 通常 由 它们 的 着 丝 粒 附 近 区 域 连接 起 来 ， 这 些 区 域 聚 集 

在 一 起 ， 形 成 单个 巨大 的 染色 中 心 粉 红色 区 域 )。 但 是 在 此 制备 过 程 中 ,染色 中 心 因 挤 压 过 程 而 断裂 成 了 两 半 

(摘自 TS Painter, J. Hered. 25, 467~476, 1934) 
果 蝇 幼虫 唾 腺 细胞 中 研究 得 最 多 ， 它 们 所 含 的 4 条 果 蝇 染色 体 中 ， 每 一 条 的 DNA 经 过 10 轮 
复制 ， 子 染色 体 却 不 分 离 ， 这 样 1024 (2") 条 相同 的 染色 质 链 就 并 排 起 来 〈 图 4-38) 。 
在 光学 显微镜 下 观察 多 线 染色 体 时 ， 可 以 看 到 不 同 的 交替 排列 的 暗 带 和 明亮 的 间 带 (图 
» 238 © 


4-39)。 每 条 带 与 间 带 都 代表 一 套 排列 在 染色 体 中 的 1024 个 相同 的 DNA 序列 。 多 线 染 色 体 中 
大 约 95% 的 DNA 位 于 带 中 ， 而 剩余 5% 位 于 间 带 中 。 位 于 每 个 带 中 的 染色 质 呈 暗色 ， 可 能 是 
因为 它 比 位 于 间 带 的 染色 质 压缩 程度 更 高 ， 也 可 能 是 因为 它 含有 更 高 比例 的 蛋白 质 ， 或 者 两 
种 情况 兼 而 有 之 〈 图 4-40)。 根 据 大 小 不 同 ， 每 条 染色 质 上 单个 带 据 估计 含有 3000 一 300 000 
个 核 苷 酸 对 。 果 蝇 多 线 染色 体 的 带 可 以 通过 它们 不 同 的 厚度 和 间隔 加 以 区 分 ， 并 将 它们 每 一 
个 都 赋予 一 个 数字 从 而 得 到 整 条 染色 体 “图 ”。 一 套 完整 的 果 蝇 多 线 染色 体 中 ， 大 约 有 5000 
条 带 和 5000 条 间 带 。 
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图 439 果 蝇 唾 腺 多 线 染 色 体 一 部 分 的 光学 显 微 照片 图 4-40 在 切片 中 观察 到 的 果 蝇 多 

可 以 清楚 地 看 到 带 和 间 带 交替 产生 的 不 同 带 型 ， 这 些 带 是 线 染色 体 一 个 小 截面 的 电镜 显 微 照片 

在 间 期 染色 体 中 发 生 染 色 质 凝聚 程度 增高 的 区 域 。 虽 然 它 可 以 容易 地 分 辨 出 厚度 非常 不 同 的 带 ， 它 们 由 间 带 分 
们 只 能 在 多 线 染 色 体 中 观察 到 ， 但 认为 它们 反映 了 大 多 数 。 隔 ， 含 有 凝聚 程度 较 小 的 染色 质 (经 Veikko Sorsa 许可 ) 
真 核 生物 中 都 常见 的 一 种 结构 经 Joseph G. Gall, HF FT 


在 多 线 染色 体 中 ， 带 和 间 带 都 含有 基因 


果 蝇 多 线 染 色 体 中 见 到 的 带 与 间 带 的 增殖 模式 意味 着 这 些 间 期 染色 体 是 以 高 度 有 序 的 方 
式 组 织 起 来 的 。 从 20 世纪 30 年 代 以 来 ， 科 学 家 对 这 种 组 织 的 实质 一 直 存 在 争议 ， 现 在 我 们 
仍然 没有 一 个 明确 的 答案 。 由 于 曾经 认为 果 蝇 染色 体 中 带 的 数量 与 基因 组 基因 数量 是 大 致 相 
等 ， 所 以 最 初 人 们 认为 每 个 带 可 能 对 应 单个 基因 ， 然 而 我 们 现在 知道 了 这 种 简单 的 想法 是 不 
正确 的 。 果 蝇 的 基因 数量 比 染色 体 带 多 将 近 3 倍 ， 并 且 基 因 在 带 和 间 带 上 都 有 存在 。 而 且 有 
些 带 含有 多 个 基因 ， 还 有 些 则 看 起 来 完全 缺少 基因 。 
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看 起 来 这 种 带 - 间 带 模式 可 能 反映 了 染色 体 上 基因 表达 和 染色 质 结构 的 不 同 水 平 ， 压 缩 程 
度 较 小 的 间 带 比 压缩 程度 更 高 的 带 中 的 基因 表达 活跃 得 多 。 无 论 在 什么 情况 下 ， 都 认为 果 蝇 
多 线 染色 体 的 显著 外 形 特征 ， 反 映 了 所 有 间 期 染色 体 中 发 现 的 染色 质 压缩 的 异 源 性 。 下 一 部 
分 我 们 将 看 到 ， 当 带 中 的 单个 和 多 个 基因 开始 活跃 表达 时 ， 它 的 外 形 怎样 发 生 显著 的 改变 。 


单个 多 线 染 色 体 的 带 能 作为 一 个 单位 进行 解 折 王 和 重 折 重 


果 蝇 多 线 染色 体 中 调控 基因 表达 的 一 个 主要 因素 就 是 昆虫 类 固 醇 激素 一 一 虹 皮 激素 ， 它 
的 浓度 在 幼虫 发 育 过 程 中 呈 周 期 性 的 上 升 和 下 降 ， 当 晓 皮 激素 浓度 上 升 时 ， 它 们 就 诱导 幼虫 
每 一 次 晓 皮 和 化 蠕 所 需 的 蛋白 质 编码 基因 表达 。 这 种 生物 从 一 个 发 育 阶段 进入 到 另 一 个 阶段 
时 ， 巾 于 新 基因 开始 表达 ， 旧 基因 关闭 ， 所 以 就 会 出 现 不 同 的 染色 体 胀 泡 ， 旧 的 染色 体 胀 泡 
则 消失 (图 4-41)。 当 这 种 胀 泡 还 比较 小 ， 带 型 仍然 能 加 以 分 辨 时 ， 对 它 进行 观察 研究 后 表 
明 ， 似 乎 大 部 分 胀 泡 是 因 单个 染色 体 带 解 凝聚 而 产生 的 。 


图 4-41 染色 体 胀 泡 
这 些 延 时 照片 显示 了 在 幼虫 发 育 间 期 果 蝇 多 线 染 色 体 中 胀 泡 是 如 何 产生 再 如 何 消失 的 。 图 中 所 示 
为 3 号 染色 体 左 辟 上 的 一 个 区 域 。 它 显示 了 唾 腺 细胞 中 5 个 很 大 的 胀 泡 ， 每 个 只 在 发 育 的 短 时 期 内 
有 活性 。 照 片 中 显示 的 一 系列 变化 发 生 在 22h 内 ， 在 组 织 发 育 过 程 中 以 可 再 生 的 模式 出 现 。 照 片 
的 左边 是 标示 带 的 命名 (经 Michael Ashburner 许可 ) 


组 成 胀 泡 的 单个 染色 质 纤维 可 以 用 电子 显微镜 观察 到 。 由 于 技术 方面 的 原因 ， 观 察 来 自 
另外 一 种 昆虫 Chironomus tentans 〈 一 种 摇 蚊 ) 的 多 线 染 色 体 更 容易 些 。 某 些 胀 泡 ， 称 作 摇 蚊 
唾 腺 多 线 染色 体 的 巴尔 比 亚 尼 环 的 电子 显 微 照 片 ， 显 示 出 排列 在 其 中 的 染色 质 (图 4-42 和 
图 4-43)， 与 前 面 讨论 的 在 两 栖 动物 灯 剧 染色 体 中 观察 到 的 非常 相似 。 其 他 的 实验 表明 ， 每 
个 环 含有 一 个 基因 。 当 基因 不 表达 时 ， 这 个 DNA 环 旦 现 出 增 厚 的 结构 ， 可 能 是 一 个 折 又 的 
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30nm 纤维 ， 但 是 ， 一 旦 基因 正在 表达 ， 这 个 环 就 伸展 开 来 ， 这 两 种 环 可 能 都 含有 4 个 核心 组 
蛋白 以 及 组 蛋白 Hl 。 
(A) 巴尔 比 亚 尼 多 线 染 色 体 细胞 质 溶胶 


10pm 


图 4-42 染色 体 胀 泡 中 的 RNA 合成 
(A 来 自 一 种 昆虫 ，(C，、ietans)， 唾 腺 的 多 线 染 色 体 。 第 ! 章 已 概述 并 将 在 第 6 章 详细 描述 ， 基 因 表达 第 一 步 就 是 利用 
DNA 作为 模板 合成 RNA 分 子 ， 在 此 电镜 照片 中 ， 红 色 表 示 从 一 个 巴尔 比 亚 尼 环 基因 新 合成 的 RNA。 细 胞 接触 BrUTP 
《一 种 UTP 类 似 物 ) 的 短 时 脉冲 ， 这 些 BEUTP 就 会 整合 到 RNA 中 。 然 后 将 细胞 固定 ， 利 用 BrU 的 抗体 鉴定 出 新 合 
mRNA。 巴 尔 比 亚 尼 环 RNA 可 以 通过 它们 独特 的 形状 与 其 他 RNA 区 分 开 (图 4-43)。 图 中 蓝 点 代表 加 入 BrUTP 之 前 合成 
的 巴尔 比 亚 尼 环 RNA 的 位 置 。 整 个 实验 表明 巴尔 比 亚 尼 环 RNA 在 胀 泡 中 合成 ， 然 后 扩散 通过 核 质 。(B) 多 线 染 色 体 中 单 
个 胀 泡 的 放射 自 显影 照片 。 所 示 的 染色 体 部 分 正在 进行 RNA 合成 ， 因 而 标记 上 3H- 屎 团 啶 [(A) 经 BR Daneholt 许可 ， 摘 自 
O. P Singh et al., Exp. Cell Res, 251; 135~146, 1999. © Academic Press; (B) 经 Jose Bonner 许 可 
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图 4-43 KAC tetans 的 多 线 染 色 体 
巴尔 比 亚 尼 环 是 基因 表达 中 一 种 非常 活跃 的 染色 体 胀 泡 ， 这 里 显示 的 是 该 环 的 染色 质 薄 切 片 电镜 显 微 照片 。 巴 尔 比 亚 尼 
环 基 央 编码 了 分 泌 蛋 白 ， 幼 虫 用 来 旋转 防护 性 管道 。 该 染色 质 排列 成 环 ， 但 是 由 于 样品 已 切 成 一 部 分 ， 所 以 只 能 看 见 这 
些 环 的 一 部 分 。 当 RNA 分 子 在 染色 质 上 合成 时 ， 它 们 与 蛋白 质 分 子 结合 ， 因 而 使 它们 在 电镜 中 时 茎 球状 。 从 RNA 
白质 复合 物 大 小 可 以 推测 RNA 合成 程度 转录 ); 可 以 从 一 组 切片 电镜 显 微 照片 〈 如 这 里 所 显示 的 ) 重 构 整个 染 
色 质 环 《 右 边 图 示 )( 经 B Dancholt 许可 ， 摘 自 U. Skoglund et alL ,Cell 34; 847~855, 1983, © Elsevier) 
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看 来 ， 默 认 的 环 结构 可 能 是 一 个 折 倒 的 30nm 纤维 ， 而 且 无 论 基因 在 什么 时 候 表 达 ， 组 
蛋白 修饰 酶 、 染 色 质 重建 复合 体 和 基因 表达 所 需 的 其 他 蛋白 质 ， 都 可 能 帮助 将 该 纤维 转变 成 
更 加 伸展 的 形式 。 在 电镜 显 微 照 片 中 ， 位 于 解 凝 聚 环 两 端 之 一 的 染色 质 看 起 来 紧密 得 多 ， 这 
与 认为 单个 环 组 成 了 染色 质 结构 中 独立 功能 区 域 的 观点 是 一 致 的 。 

尽管 有 争议 ， 还 是 有 人 提出 多 线 染色 体 中 所 有 DNA 都 排列 成 环 状 形式 ， 它 们 根据 所 含 
基因 是 否 表达 ， 而 发 生 凝 聚 和 解 凝聚 。 有 可 能 所 有 真 核 生物 的 所 有 间 期 染色 体 也 都 包装 成 一 
系列 有 序 的 环 状 区 域 ， 每 个 区 域 含有 少量 的 基因 ， 其 表达 以 协调 方式 受到 调节 (图 4-44) 。 


成 环 区 域 


RY 
30nm 纤 维 


sinin aibe 
图 4-44 有 丝 分 裂 间 期 染色 体 结构 模 型 
图 中 显示 的 一 段 间 期 染色 体 折 难 成 一 系列 环形 结构 域 ， 每 个 含有 20 000 一 100 000 个 核 苷 酸 对 ， 它 们 包含 在 凝聚 成 30nm 
纤维 的 双 螺旋 DNA 中 。 当 细胞 需要 直接 利用 包装 在 这 些 环 中 的 DNA 时 ， 单 个 环 也 能 发 生 解 凝聚 ， 可 能 一 部 分 是 通过 
30nm 纤维 像 手风琴 一 样 伸展 来 实现 〈 图 4-29)。 这 种 解 夏 育 由 直接 修饰 染色 质 结构 的 酶 引起 ， 还 有 直接 作用 于 DNA 的 
蛋白 质 ， 如 RNA RAM HELW 6 章 )。 还 不 清楚 折叠 的 30nm 纤维 是 如 何 锁定 到 染色 体 轴 上 的 ， 但 有 证 据 表明 染色 
体 环 的 基础 结构 成 分 中 富 含 DNA 拓扑 异 构 酶 ， 这 种 酶 使 DNA 在 锚 定时 能 发 生 旋转 


异 源 染 色 质 是 高 度 组 织 的， 通常 会 抑制 基因 表达 


描述 了 几 个 少见 例子 中 的 间 期 染色 质 的 一 些 特征 以 后 ， 现 在 我 们 再 来 看 看 在 各 种 生物 中 
都 能 观察 到 的 间 期 染色 体 的 特征 。20 世纪 30 年 代用 光学 显微镜 进行 的 研究 发 现 许多 高 等 真 
核 生物 细胞 的 间 期 细胞 核 中 存在 两 类 染色 质 ， 一 种 是 高 度 凝聚 的 形式 ， 称 为 异 染色 质 ， 剩余 
的 凝聚 程度 都 较 小 ， 称 为 常 染色 质 。 常 染色 质 由 我 们 已 讨论 过 的 两 种 染色 体 结构 〈30nm 纤 
维和 环 区 ) 组 成 。 相 比 之 下 ， 异 染色 质 包括 了 其 他 的 蛋白 质 ， 还 可 能 代表 了 不 为 我 们 所 知 的 
压缩 程度 更 高 的 组 织 形式 。 在 一 个 典型 的 哺乳 动物 细胞 中 ， 基 因 组 将 近 10% 包 装 成 异 染色 
体 。 尽 管 染色 体 上 许多 位 点 存在 凝聚 的 异 源 染色 质 ， 但 它们 主要 集中 在 特定 的 区 域 ， 包 括 中 
心 粒 和 端 粒 。 

KRAMERA RER DNA 不 含 基因 。 然 而 ， 那 些 包装 到 异 染 色 质 中 的 基因 通常 不 
能 表达 ， 这 是 因为 异 染色 质 是 异常 紧密 地 压缩 起 来 的 。 这 并 不 意味 着 异 染 色 质 对 细胞 无 用 或 
有 害 ; 下 面 我 们 会 看 到 ， 异 染色 质 所 处 的 区 域 负责 端 粒 和 中 心 粒 〈 它 们 缺少 基因 ) 的 正确 功 
能 ， 它 的 形成 甚至 可 能 有 助 于 保护 基因 组 不 被 DNA 的 寄生 移动 元 件 占据 。 此 外 ， 有 些 基因 
要 表达 就 必须 位 于 异 染色 质 区 域 。 事 实 上 ， 异 染色 质 〈 首 次 在 细胞 学 中 定义 ) 这 个 词 可 能 包 
括 了 许多 不 同类 型 的 染色 质 结构 ， 它 们 共同 的 特征 就 是 极 高 程度 的 组 织 。 由 此 可 见 ， 不 能 将 
蜡染 色 质 看 成 是 不 断 压缩 的 死亡 DNA， 而 应 该 看 作 是 产生 具有 不 同 特征 和 功能 的 不 同类 型 的 
压缩 染色 质 。 
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蜡染 色 质 对 基因 表达 的 抑制 作用 ， 使 它 即 便 在 那些 不 能 直接 观察 到 的 生物 体 中 也 容易 研 
究 。 如 果 运 用 实验 手段 将 一 个 在 常 染色 质 中 正常 表达 的 基因 重新 放 到 一 段 异 源 染色 质 区 域 中 ， 
它 将 停止 表达 ， 称 这 个 基因 发 生 了 沉默 。 这 些 差别 是 基因 表达 中 的 位 置 效 应 的 例子 ， 在 此 效 
应 中 ， 基 因 的 活性 由 它 在 染色 体 中 的 位 置 决定 。 最 先是 在 果 蝇 中 发 现 了 位 置 效 应 ， 现 在 许多 
生物 中 都 发 现存 在 位 置 效 应 ， 人 们 认为 它 反映 了 染色 体 上 染色 质 结构 的 不 同 状态 对 基因 表达 
的 影响 。 因 此 ， 染 色 体 可 以 看 成 是 不 同形 式 染 色 质 组 成 的 镶嵌 体 ， 每 条 染色 质 都 对 细胞 赋予 
其 所 含 DNA 的 能 力 有 特殊 影响 。 

许多 位 置 效应 显示 出 其 他 的 特征 ， 称 为 位 置 效应 花 斑 ， 正 是 它 导 致 了 图 4-45 所 示 的 例子 
中 果 蝇 眼睛 出 现 斑驳 ， 酵 母 群落 发 生 分 区 。 这 些 模式 的 出 现 ， 可 以 是 因为 原来 基因 沉默 的 一 
群 细胞 现在 重新 活化 了 ;， 一 旦 活化 以 后 ， 基 因 就 以 这 种 形式 在 子 代 细胞 中 稳定 地 遗传 。 基 因 
也 可 以 在 发 育 早期 的 常 染色 质 中 开始 表达 ， 然 后 经 过 或 多 或 少 的 随机 筛选 以 后 ， 包 装 到 异 源 
染色 质 中 ， 从 而 使 它 在 细胞 及 其 所 有 的 子 细胞 中 失 活 。 

对 位 置 效 应 花 斑 的 研究 揭示 了 异 染色 质 两 个 重要 的 特征 。 首 先 异 染色 质 是 动态 变化 的 ， 
它 能 以 可 观察 到 的 低频 率 ， 扩 展 到 某 个 区 域 ， 然 后 再 恢复 原状 。 其次， 染色 质 所 处 状态 ， 不 
论 是 异 染色 质 还 是 常 染色 质 ， 都 倾向 于 遗传 给 细胞 的 后 代 。 这 两 个 特征 是 产生 位 置 效应 花 斑 
的 原因 ， 如 图 4-46 中 的 解释 。 异 源 染 色 质 一 旦 形成 以 后 ， 能 够 自我 维持 其 结构 ， 下 一 部 分 ， 
我 们 将 讨论 几 种 解释 其 实质 的 模型 。 


染色 体 末端 存在 一 种 特殊 形式 的 异 染色 质 


与 核 小 体 和 30nm 纤维 不 同 ， 有 关 异 染 质 结构 的 了 解 并 不 多 。 它 几乎 肯定 涉及 在 30nm 纤 
维 水 平 上 更 高 程度 的 折合 ， 并 且 需 要 除 组 蛋白 之 外 的 许多 其 他 蛋白 斋 。 简 单 的 酿酒 醉 母 的 染 
色 体 ， 尽 管 在 光学 显微镜 下 因 太 小 而 看 不 见 ， 但 其 异 染色 质 的 分 子 实质 可 能 了 解 得 最 清楚 。 
许多 用 酵母 细胞 进行 的 实验 表明 :从 每 个 染色 体 末 端 ， 染 色 质 向 内 伸展 约 5000 PREMI. 
它 能 抑制 基因 的 表达 ， 而 且 其 结构 可 能 对 应 于 更 复杂 生物 的 染色 体 中 至 少 一 种 类 型 的 异 染色 
质 。 广 泛 进 行 遗 传 学 分 析 后 已 经 在 酵母 中 鉴定 出 许多 参与 这 种 基因 沉默 的 蛋白 质 。 

酵母 的 一 套 沉默 信息 调节 子 (Si) 蛋白 中 任何 一 个 发 生 突变 ， 都 能 阻止 位 于 端 粒 附近 的 
基因 发 生 沉 默 ， 因 而 这 些 基因 能 够 表达 。 分 析 这 些 蛋 白质 后 发 现 了 一 个 端 粒 结合 Sir 蛋白 复 
合体 ， 它 能 识别 选 定 的 组 蛋白 脱 乙酰 化 的 N 端 尾 [图 4-47(A)]。 这 个 复合 体 中 有 一 种 蛋白 质 
是 一 个 高 度 保守 的 组 蛋白 脱 乙酰 酶 ， 称 为 Sir2， 它 在 多 种 生物 包括 人 类 中 存在 同 源 物 ， 并 可 
能 在 形成 异 染色 质 特有 的 组 蛋白 脱 乙 酰 化 模式 过 程 中 发 挥 主要 作用 。 本 章 前 面 讨论 过 ， 组 蛋 
白 尾 脱 乙酰 化 作用 据 认 为 能 促使 核 小 体 包装 成 更 紧密 的 排列 ， 也 可 能 使 得 它们 更 难受 某 些 染 
色 质 重建 复合 体 作用 的 影响 。 此 外 ， 异 染色 质 特异 的 组 蛋白 尾 修饰 模式 可 能 吸引 其 他 蛋白 质 
参与 形成 并 维持 异 染 色 质 结构 (图 4-35), 

但 是 起 初 Sir2 蛋白 又 是 怎样 分 配 到 染色 体 未 端的 呢 ? 一 系列 其 他 的 实验 研究 表明 存在 图 
4-47(B) 中 显示 的 模型 。 一 种 识别 酵母 端 粒 特定 DNA 序列 的 DNA 结合 蛋白 也 能 结合 其 中 一 
个 Sir 蛋白， 导致 在 端 粒 DNA 上 组 装 成 完整 Sir 蛋白 复合 体 。 接 着 这 个 Sir 蛋白 复合 体 从 该 
位 点 沿 染色 体 扩展 开 ， 从 而 修饰 临近 组 蛋白 的 N 端 尾 ， 以 形成 一 个 该 复合 体 优先 结合 的 核 小 
体 结合 位 点 。 可 能 相 邻 Sir 蛋白 复合 体 协同 性 结合 ， 以 及 染色 质 自身 回 折 以 便 促 进 Sir 在 邻近 
区 域 的 结合 ， 共 同 推动 了 这 种 “扩展 效应 ”[ 图 4-47(B)]。 此 外 ， 异 染色 质 的 形成 可 能 需要 染 
色 质 重建 复合 体 的 作用 ， 以 便 在 核 小 体 包装 到 一 起 的 时 候 ， 重 新 调整 它们 的 位 置 。 

与 大 多 数 脱 乙酰 酶 不 同 ，Sir2 需要 NAD* 作为 辅助 因子 (图 2-60)。 细 胞 内 NAD* 水 平 
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图 4-45 在 两 种 不 同 真 核 生物 中 基因 表达 的 位 置 效应 
CA) 处 于 正常 染色 体位 置 的 酵母 ADE 2 基因 在 所 有 细胞 中 都 表达 。 如 果 转 移 到 酵母 
染色 体 末 端 附近 ， 据 推测 在 这 里 会 折 权 成 异 染 色 质 形式 ， 那 么 这 个 基因 在 群体 中 大 
多 数 细胞 内 都 不 会 表达 。ADE 2 基因 编码 了 腺 味 叭 生物 合成 中 的 一 种 酶 ，ADE 2 基 
因 产 物 缺 乏 会 导致 一 种 红色 颜料 的 累积 。 因此 ， 表 达 ADE 2 的 细胞 群落 是 白色 的 ， 
而 未 表达 ADE 2 的 细胞 组 成 的 群落 是 红色 的 .从 生长 在 琼脂 表面 的 红色 群落 中 间 ， 
旺 出 形 扩展 的 白色 扇形 区 域 代表 细胞 的 后 代 ， 其 中 的 ADE 2 基因 自发 地 激活 了 。 这 
些 白色 局 形 区 的 产生 是 因为 ADE 2 基因 附近 染色 质 包装 状态 变 得 不 青 那么 紧密 ， 而 
且 这 种 变化 可 以 遗传 。 尽 管 酵母 染色 体 太 小 ， 不 能 在 光学 显微镜 下 观察 到 ， 但 是 认 
为 酵母 染色 体 未 端的 染色 质 结构 与 更 大 的 生物 染色 体 中 的 异 染 色 质 具 有 许多 共同 的 
结构 特征 。(B) 位 置 效 应 也 能 在 果 蜗 的 white 基因 中 观察 到 。white 基因 调控 眼 部 色 
素 的 合成 ， 并 根据 最 先 鉴定 出 该 基因 的 突变 命名 。reite 基因 正常 white* ) 的 野生 
型 果 蜗 能 正常 合成 色素 ， 从 而 眼 呈 红色 ， 但 是 如 果 white 基因 发 生 突变 而 失 活 ， 那 么 
突变 体 果 蜗 (rehite ) 就 不 能 合成 色素 ， 因 此 眼 呈 白色 。 在 果 蝇 中 如 果 将 正常 的 
white 基因 转移 到 异 染 色 质 区 域 附近 ， 眼 就 呈现 斑 鹏 ， 既 有 红 班 ， 又 有 白班 。 白斑 
块 代表 white” 基因 由 于 异 染 色 质 影响 发 生 沉默 的 细胞 。 相 比 之 下 ,红斑 块 代表 
white 基因 表达 的 细胞 ， 因 为 在 此 时 ， 发 育 早期 ， 异 染色 质 还 未 形成 ， 它 的 影响 还 
未 扩展 到 这 个 基因 .与 醇 母 中 的 情况 类 似 , 大 群 红色 和 白色 细胞 的 出 现 表明 ， 该 基因 
的 转录 活性 状态 一 旦 在 早期 胚胎 由 染色 质 包装 决定 以 后 ， 就 可 以 遗传 
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基因 | 未 激活 的 细胞 克隆 革 因 1.23 未 激活 的 细胞 克隆 。 所 有 基因 均 激活 的 细胞 克隆 


图 4-46 果 蝇 中 位 置 效 应 花 斑 的 成 因 
(A) 第 ?7 章 将 会 讨论 ， 通 常 特殊 的 边界 DNA 序列 阻止 了 异 染 色 质 〈 蓝 色 ) 扩展 到 相 邻 常 染色 质 
区 域 〈 绿 色 )。 然 而 ， 在 继承 了 某 些 染色 体重 排 结果 的 果 蝇 中 ， 就 不 再 存在 这 个 障碍 ，(B) 这 种 
果 蜗 早期 发 育 过 程 中 ， 异 染色 质 会 扩展 到 相 邻 集 色 体 DNA， 在 不 同 的 细胞 中 前 进 到 不 同 的 位 置 。 
不 久 以 后 这 种 扩展 会 停止 ， 但 已 建立 的 异 染 色 质 模式 却 遗 传 下 去 ， 这 样 就 产生 了 大 量 的 后 代 细胞 
克隆 ， 它 们 拥有 同样 的 覆 聚 成 异 染色 质 的 相 邻 基因 ， 因 而 失 活 了 [内 此 有 些 果 蝇 中 出 现 班 驳 的 外 
形 ; 如 图 4-45 (B) 所 示 ]。 虽然 “扩展 ”用 于 描述 原先 就 存在 的 异 染色 质 周围 形成 新 的 异 染 色 
质 ， 但 这 个 词 并 不 完全 准确 。 有 证 据 表明 在 扩展 期 间 ， 异 染色 质 能 “ 跳 过 ” 某 些 区 域 ， 使 位 于 其 
中 的 基因 免 受 抑制 影响 。 一 种 叮 能 性 是 异 染 色 质 扩 展 能 越过 某 些 DNA 环 的 碱 基 ， 因 而 绕 过 了 包 
含 在 环 中 的 染色 质 


随 细胞 营养 健康 状况 发 生 波动 ， 当 细胞 缺乏 营养 时 ，NAD+ 水 平 就 会 升 高 。 这 个 特征 可 能 引 
起 端 粒 异 染 色 质 扩展 ， 以 应 对 饥饿 〈 可 能 使 那些 并 非 细 胞 存活 必 和 需 的 基因 表达 发 生 沉默 );， 当 
条 件 改善 以 后 ， 再 恢复 原状 。 

上 述 酵 母 异 染色 质 的 特性 可 能 与 更 复杂 生物 的 异 染色 质 特性 类 似 。 当 然 ， 酵 母 异 染色 质 
从 端 粒 的 扩展 ， 在 理论 上 与 动物 中 引起 位 置 效 应 花 斑 的 异 染色 质 运动 相似 (图 4-46)。 而 且 ， 
这 些 特性 可 以 用 来 解释 异 染 色 质 的 遗传 力 ， 见 图 4-48 中 的 简 图 。 无 论 异 染色 质 形成 的 确切 机 
制 如 何 ， 显 然 核 小 体 核心 组 蛋白 的 共 价 修饰 在 此 过 程 中 发 挥 了 关键 作用 。 组 蛋白 甲 基 转 移 酶 
对 于 许多 生物 特别 重要 ， 它 们 催化 组 蛋白 上 特定 的 赖 氨 酸 发 生 甲 基 化 ， 包 括 组 蛋白 H3 上 的 
第 9 位 赖 氨 酸 〈 几 4-35)。 特 异 结合 组 蛋白 H3 的 这 种 修饰 形式 ， 诱 导 组 装 成 异 染色 质 的 异 染 
色 质 组 分 〈 包 括 果 蝇 中 的 HP1)， 能 “阅读 ”这 种 修饰 。 有 可 能 细胞 利用 了 一 系列 不 同 的 组 
蛋白 修饰 来 区 分 异 染 色 质 和 常 染色 质 。 

将 染色 体 末端 包装 成 异 染 色 质 为 细胞 提供 了 许多 好 处 : 它 有 助 于 保护 染色 质 未 端 ， 防 止 
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图 4-47 酵母 染色 体 未 端 异 染色 质 的 猜测 模型 
《A) 蜡染 色 质 一 般 都 乙酰 化 不 足 ， 据 推测 ， 组 虱 白 H4 乙酰 化 不 足 的 尾 与 Sir 蛋白 复合 物 相互 
作用 ， 因 此 稳定 了 这 些 蛋白 质 与 核 小 体 的 结合 。 尽 管 图 中 所 示 好 像 全 部 都 未 乙酰 化 ， 但 还 不 清 
楚 与 Sir 复合 体 结合 所 需 的 组 蛋白 H4 尾部 修饰 的 确切 模式 。 在 有 些 生物 中 , 组 蛋白 H3 第 9 
位 赖 氨 酸 的 甲 基 化 也 是 形成 异 巢 色 质 的 关键 信号 在 常 染 色 质 中 ,组 蛋白 尾 通 常 高 度 乙酰 化 。 
图 中 所 示 H4 的 组 性 白 尾 只 部 分 乙酰 化 ,但 事实 上 ， 在 常 染 色 质 不 同 的 地 方 乙酰 化 状态 不 一 
样 。(B) 特殊 的 DNA 结合 蛋白 〈 蓝 色 三 角形 ) 识别 染色 体 末端 附近 的 DNA 序列 ， 并 吸引 Sir 
又 白 , 这些 蛋白 质 中 有 一 个 (Sir2) 是 NAD+ 依赖 的 组 蛋白 脱 乙 酰 酶 。 这 种 吸引 然后 引起 Sir 
伙 白 复合 体 沿 染 色 质 协同 性 扩展 。 随 着 该 复合 体 的 扩展 ，Sir2 催化 的 脱 乙酰 作用 在 核 小 体 上 产 
生 新 的 结合 位 点 ， 供 更 多 的 Sir 蛋白 复合 体 结合 。 还 可 能 形成 图 中 所 示 的 “ 回 折 ”结构 


细胞 修复 装置 将 其 当 作 断 裂 的 染色 体 ; 它 可 能 有 助 于 调节 端 粒 的 长 度 ， 并 且 在 有 丝 分 裂 期 间 ， 
它 还 可 能 有 助 于 染色 体 进行 精确 的 配对 和 分 离 。 
着 丝 粒 也 包装 成 异 染色 质 

蜡染 色 质 也 可 以 在 着 丝 粒 附近 观察 到 ， 它 是 在 每 次 细胞 分 裂 中 ， 指 导 每 条 染色 体 移 动 进 
和 信子 细胞 DNA 序列 图 4-22)。 在 许多 复杂 的 生物 中 ， 每 个 着 丝 粒 似乎 嵌入 一 段 很 长 的 异 染 
色 质 中 ， 这 段 异 染色 质 在 整个 间 期 都 存在 ， 尽 管 着 丝 粒 只 在 有 丝 分 裂 期 间 引导 DNA 运动 。 
有 关 这 种 所 谓 的 着 丝 粒 异 染色 质 的 结构 和 生物 化 学 特性 ， 知 道 的 还 不 多 ,但 是 与 其 他 形式 的 
蜡染 色 质 一 样 ， 用 实验 方法 将 基因 放 人 这 段 染 色 体 后 ， 它 能 使 其 表达 发 生 沉默 。 除 组 蛋白 
(在 异 染 色 质 中 通常 乙酰 化 不 足 且 甲 基 化 ) 以 外 ， 它 还 含有 许多 其 他 的 结构 蛋白 ， 将 核 小 体 压 


缩 成 特别 凝 缩 的 结构 。 
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图 4-48 ” 异 染 色 质 中 紧密 包装 的 DNA 如 何在 染色 体 复制 中 遗传 的 两 个 猜测 模型 
在 两 种 情况 下 ， 特 殊 的 异 染 色 质 组 分 在 DNA 加 售 以 后 都 有 一 半分 配 到 每 个 子 染色 体 ，(A) 该 模型 
中 ,新 的 异 染色 质 组 分 协同 性 地 结合 到 遗传 的 组 分 上 ， 从 而 开始 了 新 异 染色 质 形成 过 程 。 其 他 蛋白 质 
装配 上 来 并 且 组 蛋白 发 生 最 终 的 共 价 修饰 以 后 〈 未 示 出 )， 这 个 过 程 就 完成 了 。(B) 该 模型 中 ， 遗 传 
的 异 染 色 质 组 分 改变 附近 新 合成 的 子 代 核 小 体 上 组 蛋白 修饰 模式 ， 产 生 了 新 的 结合 游离 异 染 色 质 组 分 
的 位 点 ， 这 些 组 分 装配 起 来 形成 完整 的 结构 。 两 种 模型 都 解释 了 异 染 色 质 扩展 效应 ， 实 际 上 这 两 个 过 
程 在 细胞 中 都 可 以 自发 进行 


与 端 粒 一 样 ， 我 们 有 关 着 丝 粒 的 染色 质 结构 最 清晰 的 了 解 ， 来 源 于 对 简单 得 多 的 酿酒 醇 
母 着 丝 粒 的 研究 。 在 本 章 前 面 ,我 们 看 到 一 段 大 约 125 个 核 背 酸 对 的 简单 DNA 序列 就 足以 
作为 着 丝 粒 在 这 种 生物 中 发 挥 作用 。 尽 管 这 段 序列 不 长 ， 却 有 至 少 12 种 不 同 的 蛋白 质 在 它 上 
面 组 装 ， 这 些 蛋 白质 包括 组 蛋白 H3 突变 体 ， 它 们 据 认 为 与 其 他 核心 组 蛋白 一 起 形成 了 着 丝 
粒 特异 的 核 小 体 [图 4-49(A)]。 我 们 还 不 清楚 这 种 核 小 体 变 体 类 型 赋予 细胞 什么 特性 ， 但 是 
所 有 的 真 核 生物 着 丝 粒 中 似乎 都 存在 类 似 的 特殊 核 小 体 [图 4-49(B)]。 醇 母 着 丝 粒 上 的 其 他 蛋 
白质 将 其 附着 到 纺锤 体 微 管 上 ， 并 产生 信号 确保 在 有 丝 分 裂 继 续 进行 之 前 这 种 附着 已 完成 
(讨论 见 第 17 和 18 $). 
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着 丝 粒 特异 性 核 小 体 常规 组 级 白 H3 


图 4-49 着 丝 粒 上 形成 的 特殊 核 小 体 
(A) 在 酵母 着 丝 粒 上 装配 的 司 白 质 模 型 ， 这 个 特殊 的 核 小 体 含有 一 个 H3 变 体 〈 在 大 多 数 生物 中 称 为 OI 
以 及 核心 组 蛋白 H2A、H2B 和 H4. DNA 折 香 成 核 小 体 促进 了 其 他 着 丝 粒 结合 蛋白 的 装配 ， 这 些 盘 f 
粒 ， 用 于 将 着 丝 粒 附着 到 有 丝 分 裂 纺锤 体 上 。(B) 果 蝇 有 丝 分 裂 妇 色 体 上 常规 组 蛋白 H3 的 定位 。 将 ? 
H4 与 区 光线 白 融 合 ， 显 未 出 绿色 。 动 粒 的 一 个 组 分 已 用 一 种 动 粒 重 白 特异 的 抗体 染 成 红色 。(C) 相同 的 实验 ， 
但 是 着 丝 粒 特异 的 组 蛋白 H3 (而 不 是 常规 的 H3) 标记 成 绿色 。 当 红色 和 绿色 同时 存在 时 ， 染 色 就 变 为 黄色 [ (A) 
摘自 PB Meluh et al.,Cell 94; 60 3, 1998; (B) 和 (C) 摘自 S Henikoff et al., Proc. Natl. Acad. Sci, 


USA 97; 716~721, 2000. © National Academy of Science 


更 复杂 生物 的 着 丝 粒 比 芽 殖 酵母 的 着 丝 粒 要 大 得 多 。 例 如 ， 果 蝇 和 人 类 着 丝 粒 长 达 数 十 
万 个 核 苷 酸 对 ， 并 且 似 乎 不 含 着 丝 粒 特异 的 DNA 序列 。 取 而 代 之 ， 大 多 数 主要 由 重复 的 短 
DNA 序列 组 成 ， 在 人 类 中 它们 称 为 a 卫星 DNA (图 4-50)。 但 是 同样 的 重复 序列 也 能 在 染色 
体 其 他 〈 非 着 丝 粒 的 ) 位 置 找到 ， 的 ， 所 知 甚 少 。 可 能 先 以 
某 种 方式 播 下 动 粒 形成 的 “种 子 ” il 白质 协同 性 组 装 起 来 。 似 乎 在 
复杂 的 生物 中 界定 着 丝 粒 的 ， 与 基 不 如 说 是 组 装 在 一 起 的 蛋白 质 。 

着 丝 粒 的 形成 和 维持 与 异 染色 质 其 他 区 域 的 形成 和 维持 之 间 存 在 许多 显著 的 相似 性 。 整 
个 着 丝 粒 作为 一 个 全 有 或 全 无 的 整体 形成 ， 表 明 播种 事件 以 后 ， 蛋 白质 高 度 协同 地 加 入 组 装 。 
而 且 一 旦 形成 ， 其 结构 作为 每 轮 染 色 体 复 制 的 一 部 分 ， 似 乎 直接 在 DNA 上 遗传 。 因 此 ， 比 
如 说 ， 我 们 染色 体 的 某 些 区 域 含有 无 功能 的 a 卫星 DNA 序列 ， 它 们 与 着 丝 粒 上 的 序列 看 起 
来 似乎 相同 ， 据 推测 产生 这 些 序列 是 因为 发 生 了 染色 质 连接 ， 最 初 该 事件 中 形成 一 条 具有 两 
个 着 丝 粒 的 染色 体 [ 一 种 不 稳定 的 双 着 丝 粒 染色 体 ， 图 4-51(A)]。 此 外 ， 在 某 些 不 寻常 的 情 
况 下 ， 观 察 到 染色 体 片 段 上 自发 形成 了 新 的 人 类 着 丝 粒 称 为 新 着 丝 粒 )。 这 些 新 位 点 中 有 些 
最 初 都 是 常 染色 质 ， 并 完全 缺少 a 卫星 DNA[ 图 4-51(B)]。 

为 了 解释 观察 到 的 这 些 现象 ， 有 人 提出 ， 从 头 着 丝 粒 形成 要 求 最 初 发 生 标 记 (或 播种 ) 
事件 ， 可 能 是 形成 一 个 特殊 的 DNA- 蛋 白质 结构 。 在 人 类 中 ， 比 起 其 他 序列 ， 该 事件 更 容易 
在 a 卫星 DNA 序列 上 发 生 。 在 染色 体 分 离 时 ， 这 个 标记 将 进行 复制 ， 这 样 相同 的 着 丝 粒 在 
下 一 轮 细胞 分 裂 时 ， 继 续 发 挥 作用 。 在 极 不 常见 的 情况 下 ， 标 记 在 染色 体 复制 后 会 发 生 丢 失 ， 
这 时 想 要 再 重建 着 丝 粒 就 非常 困难 [图 4-51(C)]。 尽 管 对 有 关 着 丝 粒 自我 更 新 的 性 质 并 没有 详 
细 的 了 解 ， 但 是 图 4-48 中 描述 的 这 种 异 染色 质 遗传 模型 在 此 同样 是 关键 的 。 

着 丝 粒 可 变性 的 可 能 提供 了 重要 的 进化 优势 。 我 们 已 经 看 到 染色 体 进化 一 部 分 是 通过 断 
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(A) 高 度 有 序 重复 
= C= 
D OO 


=] 
卫星 DNA 单 体 
(171 个 碱 基 对 ) 


(8) 着 丝 粒 异 染色 质 
ree 


See 着 丝 粒 上 的 着 丝 点 


wee 内 部 平面 通 
过 结合 a- 卫 星 DNA 


FRG tea 
卫星 DNA 上 形成 
的 着 丝 点 蛋白 形成 


着 丝 点 外 平面 ， 由 特殊 蛋白 构成 


图 4-50 人 类 着 丝 粒 的 结构 
(A) a 卫星 DNA 序列 的 组 织 ， 它 们 在 着 丝 粒 上 重复 达 上 万 次 。(B) 完整 的 着 丝 粒 ， 卫 星 DNA 序列 (红色 ) 窜 含 
AT， 并 由 大 遇 的 序列 被 此 略 有 不 同 的 重复 组 成 。 蓝 色 代表 着 丝 粒 异 染 色 质 侧 咽 的 位 置 。 它 含有 不 同类 型 的 重复 组 
成 的 DNA 序列 。 如 图 所 示 ， 动 粒 由 内 侧 和 外 测 的 圆 盘 组 成 ， 它 们 由 一 组 动 粒 蛋白 形成 。 在 细胞 周期 的 M 期 ， 纺 锤 
体 微 管 附着 到 动 粒 上 (图 4-22) [(B) 摘 自 T，D，Murphy and G. H. Karpen, Cell 93，317 一 320，1998] 


BURR ERE TT AY (P 4-49)。 这 些 事件 中 有 许多 产生 具有 两 个 着 丝 粒 的 染色 体 或 者 根本 没有 
着 丝 粒 的 染色 体 片段 。 尽 管 很 罕见 ， 着 丝 粒 失 活 以 及 它们 被 从 头 激活 的 能 力 ， 可 能 偶尔 使 新 
形成 的 染色 体 得 以 保持 稳定 ， 因 而 促进 了 染色 体 的 进化 过 程 。 


异 染色 质 可 能 提供 了 一 种 抵制 移动 DNA 元 件 的 机 制 


包装 成 异 染色 质 的 DNA 常常 由 大 量 的 短 串 联 重复 序列 组 成 ， 它 们 并 不 编码 蛋白 质 ， 这 
一 点 我 们 已 从 上 面 哺乳 动物 中 心 粒 的 异 染 色 质 看 到 。 相 比 之 下 ， 常 染色 质 DNA 则 富 含 基因 
和 其 他 单 拷贝 序列 。 尽 管 这 种 相关 性 并 不 是 绝对 的 〈 有 些 重复 序列 排列 存在 于 常 染色 质 ， 也 
有 些 基因 存在 于 异 染色 质 中 )， 但 这 种 趋势 表明 ， 有 些 类 型 的 重复 DNA 可 能 是 形成 异 染 色 质 

的 信号 。 人 为 地 将 几 百 个 串联 的 基因 拷贝 引入 果 蝇 和 小 鼠 生 殖 细胞 系 的 实验 ， 支 持 这 一 观点 。 
在 这 两 种 生物 内 ， 这 些 基因 排列 通常 都 沉默 了 ， 并 且 在 有 些 情况 下 ， 在 显微镜 下 可 以 观察 到 
它们 形成 了 异 染色 质 区 域 。 相 比 之 下 ， 如 果 将 相同 基因 的 单 拷贝 引入 染色 体 同一 位 置 ， 它 们 
则 活路 地 进行 表达 。 

这 个 特征 称 作 重复 诱导 基因 沉默 ， 可 能 是 细胞 具备 的 一 种 机 制 ， 用 来 防止 它们 的 基因 组 
被 移动 遗传 元 件 占据 。 这 些 元 件 在 第 5 章 讨 论 ， 它 们 可 以 增殖 ， 并 将 自身 插入 到 基因 组 的 各 
个 位 置 。 根 据 这 个 观点 ， 一 旦 形成 一 串 这 样 的 移动 元 件 ， 含 有 它们 的 DNA 将 包装 成 异 染色 
质 ， 阻 止 它们 的 进一步 增殖 。 相 同 的 机 制 也 可 能 负责 形成 很 长 的 含有 大 量 的 串联 重复 简单 序 
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Ped 染色 单 体 


偏好 a- 卫 星 DNA 
的 着 丝 点 核 重 白 
形成 的 特殊 构 型 


— 


附着 到 有 丝 
分 型 的 微 管 上 


没有 a- 卫 星 DNA 
的 新 着 丝 点 形成 


L1 \e He. SL 
— oo 


自我 繁殖 随机 失 活 


ih MEREM 


含有 无 功能 o- 卫 星 
活性 着 丝 点 DNA 的 无 活性 着 丝 点 


(B) 


图 4-51 人 类 的 着 丝 粒 形成 的 柔性 
CAD 由 手 吉 代 染色 体 发 生 过 断 负 和 上 连接 。 有 些 人 的 染色 体 含有 2 个 小 卫星 DNA RAR GE). JEN A 
个 可 能 在 最 初 的 染色 体 中 作为 着 丝 粒 起 作用 。 通 常 ， 这 些 双 着 经 粒 染 色 体 的 增殖 不 稳定 ， 央 为 它们 没有 正 
确 地 附着 到 纺锤 体 上 并 在 有 丝 分 裂 期 间 分 离 。 在 那些 存活 下 来 的 染色 体 中 其 中 1 个 着 丝 粒 自发 失 活 ， 即 使 
它 含有 全 部 必需 的 序列 。 这 样 染色 体 就 能 够 稳定 地 增殖 ，(B) 一 小 部 分 人 《1/2000) 出 生 时 ， 在 后 代 细胞 
中 可 观察 到 阁 外 的 染色 体 。 这 些 额 外 的 染色 体 有 些 是 因为 发 生 断 败 而 形成 ， 它 们 完全 缺少 a 卫星 DNA, 
但 是 在 起 初 是 常 染色 体 DNA 的 位 置 出 现 了 新 的 着 丝 粒 。(C) 解释 着 丝 粒 季 性 和 遗传 的 模型 


Sa 列 的 异 染 色 质 区 域 ， 就 像 在 着 丝 粒 周 肝 发 生 的 那样 。 
a 有 丝 分 裂 染 色 体 由 处 于 最 凝聚 状态 的 染色 


讨论 过 间 期 染色 体 动态 结构 以 后 ,我们 现在 开始 
讨论 DNA 包装 的 最 后 一 级 水 平 ， 也 就 是 观察 到 的 有 丝 
分 型 染色 体 组 织 结构 。 除 少数 几 个 特殊 情况 例外 〈 如 前 
面 讨论 的 灯 刷 染色 体 和 多 线 染色 体 )， 大 部 分 间 期 染色 体 
结构 太 过 于 伸展 或 缠 结 成 团 ， 以 至 于 不 能 清楚 地 观察 到 
它们 的 结构 。 相 比 之 下 ,几乎 所 有 真 核 细胞 的 染色 体 在 
有 丝 分 裂 间 期 都 容易 被 观察 到 ， 因 为 这 时 候 它们 缠绕 起 
来 ， 形 成 高 度 凝聚 的 结构 。 很 明显 这 种 进一步 的 压缩 ， 
图 452 处 于 细胞 分 裂 中 期 。 虽然 使 典型 的 间 期 染色 体 长 度 仅 减少 约 10 倍 ， 却 在 染色 

的 典型 有 丝 分 裂 染色 体 体外 观 上 产生 了 如 此 明显 的 变化 。 
每 条 姐妹 染色 单 体 含有 两 条 相同 的 图 4-52 描绘 了 处 于 有 丝 分 发 中 期 的 典型 有 丝 分 裂 染 
至 DNA 分 了 之 一 它们 通过 DNA 色 体 。 在 细胞 分 裂 周 期 的 间 期 ，DNA 复制 产生 的 两 条 子 

ei DNA 分 子 单独 折 番 ， 形 成 两 条 姐妹 染色 体 或 姐妹 染色 单 


AR 
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体 ， 它 们 由 着 丝 粒 维系 在 一 起 (图 4-21) 。 这 些 染色 体 上 通常 敌 盖 有 不 同 的 分 子 , 包括 大 量 的 
RNA- 和 蛋白质 复合 物 。 一 旦 剥离 这 层 覆盖 物 ， 就 可 以 在 电子 显微镜 下 观察 到 ， 每 条 染色 单 体 
组 装 成 染色 体 环 ， 从 中 心 骨 架 向 四 周 发 散 出 去 (图 4-53 和 图 4-54)。 许 多 实验 证 明 ， 在 有 丝 
分 裂 染 色 体 上 可 见 特征 的 排列 顺序 至 少 大 致 反映 了 基因 在 DNA 分 子 上 的 排列 。 因 而 可 
以 认为 有 丝 分 裂 染 色 体 凝 聚 是 染色 体 包 装 等 级 中 的 最 后 一 级 水 平 ( 图 4-55) 。 


Olym 


Tpm 


图 4-54 ”有丝分裂 染色 体 电镜 显 微 照片 
该 染色 体 OR — PEIO 经 过 处 理 ， 以 显现 
出 从 染色 单 体 架 放 射 状 伸 出 的 染色 体 纤 
维 环 ， 显 徽 照 片 支持 了 染色 体 折 香 成 一 系列 环 
状 区 域 的 观点 〈 图 4.55) (经 Uli Laemmli 许可) 


图 453 典型 有 丝 分 裂 染 色 体 一 个 
末端 附近 区 域 的 扫描 电镜 照片 
每 个 球形 把 手 样 的 凸 出 物 代表 单独 的 成 环 区 域 的 顶 
端 ， 注意 ， 可 以 清楚 地 分 辨 图 452 中 所 描绘 的 两 条 
相同 的 配对 染色 单 体 (摘自 MP. Marsden and U. K. 
Laemmli,Cell 17:849~858,1979, © Elsevier) 


染色 体 在 有 丝 分 裂 间 期 的 床 缩 是 一 个 高 度 组 织 和 动态 变化 的 过 程 ， 它 至 少 有 两 个 重要 的 
目的 。 第 一 ， 当 完全 凝聚 时 〈 在 中 期 )， 姐 妹 染色 单 体 彼此 解 开 ， 并 行 排列 。 因 此 ， 当 有 丝 分 
开始 将 它们 拉 开 时 ， 姐 妹 染 色 单 体 就 容易 分 离 。 第 二 ， 凝 聚 后 的 染色 体 在 被 拉 牵 引 到 
两 个 子 细胞 中 时 ， 能 保护 较 脆 弱 的 DNA 分 子 不 发 生 断 裂 。 

间 期 染色 体 凝 聚 成 有 丝 分 裂 染 色 体 的 过 程 发 生 在 M 期， 了 细胞 周期 的 进程 
连 (有 关内 容 可 见 第 17 章 和 第 18 章 的 详细 讨论 )。 该 过 程 和 蛋白质， 叫做 凝聚 蛋白 ， 
它 利 用 ATP 水 解释 放 的 能 量 ， 驱 动 每 条 间 期 染色 体 的 缠绕 ， 从 而 形成 一 条 有 丝 分 裂 染 色 体 。 
凝聚 蛋白 是 含有 SMC 蛋白 的 巨大 蛋白 质 复合 体 : 长 二 聚 体 蛋白 质 分 子 周 定 在 中 间 ， 两 端 是 球 
状 区 域 ， 由 它 结合 DNA 并 水 解 ATP (图 4-56) 。 如 果 结 合 上 纯化 的 DNA, BERE HWA 
ATP 水 解释 放 的 能 量 在 DNA 中 形成 巨大 右 旋 的 环 。 图 4-56(C) 中 所 示 的 盘 绕 模型 基于 这 个 事 
实 : 凝聚 蛋白 是 有 丝 分 裂 染 色 体 的 主要 结构 成 分 ， 每 10 000 个 核 苷 酸 的 有 丝 分 裂 DNA 存在 
1 分 子 的 凝聚 蛋白 ,尽管 还 不 清楚 它们 如 何 作用 于 染色 质 。 


每 条 有 丝 分 裂 染色 体 都 含有 巨大 结构 域 这 种 特征 模式 


前 面 提 到 过 ， 展 示 处 于 有 丝 分 裂 期 的 46 条 人 类 染色 体 的 图 称 为 人 类 核 型 。 如 果 用 如 吉姆 

萨 这 样 的 染料 染色 后 ， 有 丝 分 裂 染 色 体 显示 出 显著 且 可 再 生 的 带 型 ， 它 们 排列 在 每 条 染色 体 上 ， 
如 图 4-11 所 示 。 这 些 带 与 前 面 描述 的 昆虫 多 线 染色 体 带 无 关 ， 后 者 相对 于 间 期 染色 质 较 小 的 区 
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净 结 果 ，DNA 分 子 被 包 惠 入 了 
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图 4-55 染色 质 包装 
该 模型 显示 了 推测 产生 高 度 瞩 聚 有 丝 分 型 染 色 体 的 众多 染色 质 包 装 水 平 中 的 一 些 


“A 


£ N 
SMC 二 聚 体 
图 4-56 凝聚 蛋白 中 的 SMIC 蛋白 
(A) 纯化 SMC 二 聚 体 的 电镜 照片 。(B) SMC 二 聚 体 的 结构 。 该 蛋白 质 中 间 长 区 域 是 反 向 平行 卷曲 螺旋 〈 图 3-11)， 
中 间 有 一 个 柔性 的 绞 索 ， 如 CAD 中 电镜 照片 所 示 。(C) REREH my SMC 蛋白 压缩 染色 质 的 可 能 模型 ， 实 际 
上 ，SMC 伙 白 是 这 种 大 得 多 的 覆 聚 蛋白 复合 体 的 组 分 。 有 人 提出 在 细胞 中 ,凝聚 蛋白 将 长 串 的 环 状 染 色 质 区 域 盘 绕 
起 来 (图 )。 通 过 这 种 方式 .凝聚 蛋白 可 以 形成 一 个 结构 框架 ， 在 细胞 周期 M 期 中 维持 处 于 高 度 组 织 状态 的 DNA 
[CAD H. P. Erickson 许 可 ;(B) #1 (© Wifi T. Hirano, Genes Dev. 13: 11~19，1999] 


SOnm 


域 而 言 。 在 人 类 有 丝 分 裂 的 染色 体 中 ， 所 有 的 染色 质 都 被 凝聚 ， 这 些 带 代表 染料 的 选择 性 结合 。 
在 有 丝 分 裂 早 期 ， 人 类 染色 体 处 于 


比 中 期 疑 取 程度 更 小 的 状态 ， 通 过 对 它 eae 
们 进行 考察 ， 已 经 能 估计 出 整个 单 倍 体 | | pam, 
基因 组 含有 大 约 2000 条 可 分 辨 的 带 。 afa 

有 丝 分 裂 期 间 随 着 凝聚 程度 逐渐 加 深 ， ; z 

这 些 带 就 会 逐渐 合并 ， 且 越 来 越 厚 。 | 


我 们 在 前 面 看 到 ， 细 胞 遗传 学 家 通常 。 图 sy 最 大 的 人 类 染色 体 (1 号 
利用 这 些 染色 体 带 型 来 发 现 患 者 的 遗 。 染色 体 ) 与 黑猩猩. 大 猩猩 猩猩 
传 改 变 ， 如 染色 体 倒 位 、 易 位 以 及 其 。 的 最 大 染色 体 的 吉姆 萨 带 型 比较 
他 类 型 的 染色 体重 排 (图 4-12)。 比较 所 有 这 些 染色 体 的 染色 模式 后 表 

从 人 类 到 果 蝇 ， 在 各 种 各 样 的 物 明 ， 人 类 染色 体 与 黑猩猩 的 紧密 相关 ， 
种 里 都 能 找到 有 丝 分 裂 染 色 体 带 。 而 六 从 最 过 庆生 NON 和 和 人 信和 
且 ， 染色 体 的 带 型 经 历 长 期 的 进化 后 Evolution, 3rd edn. Sudbury, MA; 
仍然 保持 不 变 。 例 如 ， 每 条 人 类 染色 。 Johes & Bartlett Publishers, 2000) 
体 在 黑猩猩 、 大 猩猩 、 狸 猩 的 染色 体 
中 都 有 一 条 清晰 可 辨 的 染色 体 ， 它 们 
具有 几乎 相同 的 带 型 一 一 尽管 仍 存 在 
明显 的 差别 ， 例如， 染色 体 融 合 使 人 类 染色 体 数 目 为 46 条 ， 而 不 是 像 猿 那样 有 48 条 
(图 4-57)。 这 表明 染色 体 组 织 成 大 的 结构 域 可 能 对 染色 体 功 能 很 重要 。 

在 图 4-11 中 ， 即 使 最 窗 的 带 也 可 能 含有 至 少 100 万 个 核 苷 酸 对 ， 这 几乎 与 细菌 基因 组 的 
大 小 相当 。 这 些 带 似乎 反映 出 染色 体 大 致 划分 为 GC 含量 不 同 的 区 域 。 人 类 基因 组 的 核 苷 酸 
序列 揭示 出 巨大 的 非 随 机 序列 区 段 的 存在 (有些 多 于 107 核 背 酸 对 )， 其 GC 含量 显著 高 于 或 
低 于 整个 基因 组 41% 的 平均 含量 。 这 些 区 段 与 中 期 染色 体 带 型 大 致 相关 。 例 如 ， 吉 姆 萨 染 色 
深 的 条 带 〈 所 谓 的 G AD 与 低 GC 含量 相关 ， 而 染色 浅 的 条 带 (R 带 ) 则 对 应 于 GC 含量 比 
平均 值 高 的 DNA 序列 。 

一 般 来 讲 ， 基 因 组 富 含 GC 的 区 域 基因 密度 较 高 ， 特 别 是 “持家 基因 ”， 它 们 实际 上 是 在 
所 有 细胞 类 型 中 都 表达 的 基因 。 在 这 些 观察 的 基础 上 ， 有 人 提出 带 型 可 能 与 基因 表达 有 关 
也 许 ， 染 色 体 分 化 为 G 带 和 有 带 反 映 了 某 些 细微 差别 ， 这 由 GC 含量 决定 的 ， 并 以 染色 体 环 
在 这 些 区 域 包装 的 方式 进行 。 如 果 这 种 观点 是 正确 的 ， 染 色 体 的 粗略 划分 可 以 看 成 是 一 种 区 
室 化 作用 形式 ， 其 中 特定 的 参与 细胞 表达 的 细胞 组 分 更 集中 在 需要 它们 活性 的 R 带 。 无 论 怎 
样 ， 从 这 种 讨论 中 我 们 可 以 明显 地 看 到 ， 我 们 还 仅仅 是 刚 开始 和 警 见 大 规模 染色 体 组 装 的 原理 。 


单个 染色 体 占据 间 期 细胞 核 内 连续 区 域 


本 章 前 面 我 们 看 到 真 核 生 物 染 色 体 存在 于 细胞 核 内 。 然 而 细胞 核 仅 仅 是 一 个 装着 染色 体 
的 口袋 ; 相反 ， 这 些 染色 体 以 及 细胞 核 内 的 其 他 组 分 (我们 在 后 面 的 章节 将 会 遇 到 )， 都 是 高 
度 组 织 的 。 染 色 体 在 有 丝 分 裂 间 期 很 活路 且 难 以 看 见 ， 这 期 间 它 们 在 核 内 的 组 织 方式 自 19 世 
纪 以 来 ， 一 直 令 生物 学 家 们 着 迷 。 尽 管 现在 我 们 的 了 解 远 未 彻底 ， 但 我 们 确实 已 经 知道 了 这 
些 染色 体 组 装 的 一 些 有 趣 的 特征 。 

某 种 程度 上 的 染色 体 有 序 性 ， 来 源 于 染色 体 在 有 丝 分 裂 示 期 时 常 具 有 的 构 型 。 就 在 细胞 分 裂 
前 ， 凝 聚 的 染色 体 由 附着 到 着 丝 粒 上 的 微 管 向 纺锤 体 两 极 牵引 ， 因 此 ， 当 染色 体 移动 时 ， 着 丝 粒 
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在 前 ， 而 远 辟 (在: 终止 ) 滞后 。 在 有 些 细胞 核 内 ， 染 色 体 倾向 于 在 整个 间 期 都 保持 这 种 所 
谓 的 Rabl 定向 ， 其 着 丝 粒 朝向 核 的 一 极 ， 而 端 粒 则 朝向 相反 的 另 一 极 〈 网 4-58 和 图 4-59) 。 

大 多 数 间 期 细胞 内 的 染色 体 并 不 是 处 于 Rabl 定向 ; 相反 ， 着 丝 粒 似乎 分 散在 细胞 核 内 。 
大 多 数 细胞 比 上 面 说 明 的 特殊 细胞 有 更 长 的 细胞 间 期 ， 这 有 可 能 为 它们 的 染色 体 提供 时 间 来 
呈现 不 同 的 构象 (图 4-59)。 然 而 ， 每 条 间 期 染色 体 确 实 倾向 于 占据 核 内 一 个 连续 且 相 对 较 小 


“A (B) 


=) 一 
10pm 最 近 分 离 的 一 对 细胞 核 


A458 某 些 间 期 细胞 核 中 发 现 的 染色 体 极 化 方向 
(A) 迅速 生长 的 植物 根 尖 间 其 细胞 核 的 荧光 光学 显 微 照片 。 利 用 已 偶 联 上 不 同 荧光 染料 的 着 丝 粒 以 
及 端 粒 特异 DNA 序列 进行 原 位 杂交 ， 将 着 丝 粒 染 成 绿色 而 端 粒 染 成 红色 。 (B) 对 (A) 图 的 说 明 ， 
elf tas it T° Rabl 定向 的 染色 体 ， 全 部 着 丝 粒 朝向 细胞 核 一 边 ， 而 全 部 端 粒 指向 相反 的 一 边 CCA) 摘 
FER. Abranches et al, J. Cell Biol, 143; 5~12, 1998, © The Rockefeller University Press] 
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用 的 ”个 时 基 HEPA 幼虫 中 长 的 间 期 


图 459 用 多 聚 物 来 模拟 间 期 染色 体 结构 
CA) 溶液 小 多 聚 物 的 行为 。 不 存在 外 部 施加 的 力 甚 时， 灶 驱 动 一 个 长 多 聚 物 形成 紧密 的 构象 。 如 果 多 育 体 受到 剪 
切 或 者 水 动力 的 作用 ， 它 就 变 得 伸展 。 但 一 旦 这 些 作用 力 撤 走 ， 多 聚 体 链 又 回 到 更 加 有 利 的 紧密 构象 ，(B) 间 期 染 
色 体 的 行为 可 能 反映 了 相同 的 原理 。 如 在 果 蝇 胚胎 中 ， 有 丝 分 裂 每 病 大 约 lOmin 发 次 ， 在 间隔 短暂 的 间 期 里 ， 
染色 体 来 从 它们 在 有 丝 分 裂 期 间 运 动 诱导 产生 的 Rab Fi bee PK. 然而 ， 在 发 育 晚期 ， 问 期 要 长 得 多 、 
染色 体 就 有 时 间 折 司 起 来 。 相 同 染 色 体 不 同 区 域 之 间 的 特异 性 联结 可 能 强烈 地 影响 了 这 种 折 欠 (摘自 入 FDernburg 


et al. Cell 85; 745~759, 1996) 
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的 区 域 ; 也 就 是 说 ， 不 同 的 染色 体 彼此 并 不 是 大 面积 地 缠绕 着 的 〈 网 4-60). 

-种 在 核 内 组 织 这 些 染 色 体 的 方法 可 能 是 每 条 染色 体 的 某 一 部 分 附着 到 核 膜 上 (图 4-61), 
例如 ， 在 许多 细胞 内 ， 端 粒 似乎 都 以 这 种 方式 结合 ， 但 是 在 核 内 ， 染 色 体 的 确切 位 置 并 不 同 
定 。 例 如 ， 同 一 组 织 中 两 个 表面 上 相同 的 细胞 靠 得 最 近 的 染色 体 可 以 不 相同 。 


Se 


———— I 
Sum 61 紧 靠 核 被 腊 的 间 期 染色 体 的 特殊 区 域 
图 4-60 位 于 人 类 外 周 淋巴 细胞 中 的 两 个 这 幅 果 蝇 胚 胎 细胞 核 的 高 分 辨 玉 显 微 照 片 显 示 了 2 号 染色 
间 期 染色 体 的 选择 性 “染色 ” 体 (黄色 和 品 红色 ) 紧 敬 核 被 膜 的 两 个 不 同 区 域 的 位 置 ， 
这 幅 荧 光 光 学 显 微 照片 表明 ， 人 类 18 号 染色 体 《用 抗 纤 层 的 抗体 染 成 绿色 )。 同 一 染色 体 的 其 他 区 域 离 核 


(红色 ) 的 两 份 
A KA Ai 
J. Cell Biol. 

Rockefeller University Press) 


和 19 号 染色 体 (青绿 色 ) 被 膜 更 远 一些 (摘自 W. F. Marshall et al, Mol. Boil. 
(摘自 J A. Croft et als 
145, 1119~1131, 1999 © The 


Cell 7: 825~842, 1996) 


有 些 细胞 生物 学 家 认为 ， 存 在 一 种 类 似 于 细胞 骨架 的 核 内 结构 体系 
核 组 分 在 它 上 面 组 织 起 来 。 核 基 


染色 体 和 其 他 细胞 
或 骨架 , 定义 为 经 过 一 系列 生物 化 学 抽 提 过 程 以 后 核 内 剩 
余 的 不 溶 物 质 。 组 三 蛋白 有 些 可 以 证 明 与 称 作 SAR R MAR (骨架 结合 或 基质 结合 
区 ) 的 特殊 DNA 序列 结合 。 据 推测 这 些 DNA 序列 构成 染色 体 (图 4-44) 环 的 基础 ， 或 者 将 
染色 体 附着 到 核 膜 或 核 内 其 他 结构 上 。 通 过 这 些 染 色 体 附 着 位 基质 可 以 帮助 组 织 染色 体 、 
定位 基因 、 调 节 基 因 表达 和 DNA 复制 。 然而， 是否 生物 学 家 分 离 到 的 基质 就 代表 了 完整 细 
胞 中 存在 的 结构 仍 将 不 能 肯定 


小 结 


染色 体 在 有 丝 分 裂 间 期 通常 解疑 聚 ， 这 样 就 不 能 直接 观察 到 它们 。 状 椎 动物 卵 母 细胞 中 
特殊 的 灯 剧 染色 体 和 昆虫 巨大 的 分 法 细胞 中 的 多 线 染色 体 是 显著 的 例外 。 这 两 种 染色 体 的 研 
究 表明 ,每 条 染色 体 中 完 长 DNA 分 子 分 隔 为 大 量 以 染色 质 环 组 织 起 来 的 不 连续 区 域 。 每 个 
环 可 能 由 折 党 的 30nm 染色 质 纤 维 组 成 。 当 染色 质 环 中 包含 的 基因 表达 时 ， 它 就 会 解 凝聚 
使 细胞 装置 能 够 容易 地 接触 该 DNA。 

常 染色 质 占 间 期 染色 体 的 大 部 分 ， 并 且 可 能 于 30nm 纤维 的 成 环 区 域 
质 被 异 染 色 质 区 间断 ， 位 于 后 者 中 的 30nm 纤维 经 过 更 高 水 平 的 包装 ， 常常 人 
的 表达 。 通 常 发 现 异 染色 质 位 于 着 丝 粒 两 侧 以 及 端 粒 附近 ， 但 它 也 存在 于 染色 体 的 其 他 位 置 
间 期 染色 体 尽管 远 不 如 有 丝 分 裂 染色 体 那样 帮 聚 ,但 在 细胞 核 中 占据 不 连续 的 区 域 ; 


是 


说 ， 它 们 并 非 广泛 地 相互 交织 在 一 起 。 


在 有 丝 分 裂 期 间 所 有 染色 体 呈 现 高 度 凝聚 的 构象 ， 如 果 将 它们 进行 特殊 的 染色 ， 这 些 有 
丝 分 裂 染 色 体 就 呈现 出 带 状 结构 ， 使 每 条 染色 体 都 能 清晰 地 加 以 准 别 。 这 些 带 含有 数 百 万 个 
DNA 核 痊 酸 对 ， 它 们 也 反映 了 所 知 其 少 的 染色 体 结构 的 粗略 出 质 性 。 
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5 DNA 复制 、 修 复 以 及 重组 


DNA 序列 的 维持 

DNA 复制 机 制 

EAL DNA 复制 的 起 始 与 完成 
DNA 修 复 

一 般 性 重组 

位 点 特异 性 重组 


细胞 在 一 个 混乱 无 序 的 宇宙 中 保持 高 度 有 序 的 能 力 ， 有 赖 于 以 DNA 这 种 化 学 形式 携带 的 大 
量 遗 传 信息 的 精确 复制 。 这 个 称 为 DNA 复制 的 过 程 必须 在 细胞 能 够 产生 2 个 遗传 上 完全 相同 的 
子 代 细 胞 之 前 进行 。 保 持 有 序 性 同样 需要 对 这 种 遗传 信息 进行 持续 的 监视 和 修复 ， 因 为 细胞 内 
的 DNA 不 断 受 到 多 种 因素 的 破坏 ， 包 括 环境 中 的 化 学 物质 、 辐 射 、 热 以 及 各 种 活性 分 子 。 这 一 
章 我 们 描述 复制 和 修复 细胞 DNA 的 蛋白 质 装置 。 这 些 装置 催化 细胞 内 发 生 的 一 些 最 迅速 、 最 精 
确 的 反应 过 程 ， 它 们 的 作用 原理 也 清楚 地 证 明了 细胞 化 学 的 简练 和 有 效 性 。 

尽管 单个 细胞 短期 存活 可 以 依赖 于 防止 它 的 DNA 发 生 改 变 ， 但 是 某 个 物种 长 期 生存 则 
要 求 序列 在 经 历 很 多 代 后 能 发 生变 化 。 虽 然 细 胞 尽 其 所 能 保护 它们 的 DNA, DNA 仍然 会 偶 
尔 发 生 改 变 。 长 此 以 往 ， 这 些 变 化 就 会 产生 物种 进化 过 程 中 选择 压力 作用 其 上 的 遗传 突变 。 

本 章 我 们 首先 简要 讨论 DNA 代 代 相传 时 发 生 的 变化 。 然 后 我 们 讨论 负责 将 这 些 变 化 维持 在 最 
小 程度 的 机 制 一 一 DNA 复制 和 DNA 修复 。 最后， 我 们 考虑 细胞 改变 DNA 序列 的 一 些 最 有 趣 的 方 
式 ， 主 要 集中 讨论 DNA 重组 以 及 我 们 人 类 染色 体 上 称 为 可 移动 元 件 的 特殊 DNA 序列 的 移动 。 


DNA 序列 的 维持 


尽管 偶尔 出 现 的 遗传 改变 提高 了 物种 长 期 存活 的 能 力 ， 但 是 个 体 的 生存 却 需要 遗传 的 稳 
定性 。 只 在 极为 罕见 的 情况 下 ， 细 胞 的 DNA 维持 程序 会 失灵 ， 导 致 DNA 发 生 永 久 性 改变 。 
这 种 改变 称 为 突变 〈mutation) ， 它 如 果 发 生 在 DNA 序列 中 某 个 致命 的 位 点 ， 就 会 导致 生物 
体 的 死亡 。 在 讲述 负责 维持 这 种 遗传 稳定 性 的 机 制 之 前 ， 我 们 先 来 简要 讨论 一 下 DNA 序列 
带 带 相传 时 维持 的 精确 性 。 
突变 率 极 低 

突变 率 (mutation rate) 也 就 是 DNA 序列 上 发 生 可 观察 到 的 改变 的 比率 ， 它 可 以 直接 通 
过 在 细菌 ， 如 大 肠 杆菌 〈 我 们 肠 道 的 一 种 寄生 物 ) 中 进行 实验 来 确定 。 在 实验 室 条 件 下 ， 大 
肠 杆菌 每 30min 分 裂 一 次 ， 不 到 一 天 的 时 间 就 可 以 由 单个 细胞 获得 一 个 很 大 的 菌落 一 一 几 十 
亿 个 。 在 这 样 一 个 菌落 中 ， 可 以 发 现 一 小 部 分 菌落 在 某 个 基因 上 发 生 了 破坏 性 的 突变 ， 只 要 
这 个 基因 对 于 细菌 的 存活 并 不 是 必需 的 。 例如， 对 于 某 个 基因 ， 细 胞 专门 需要 它 以 便利 用 半 
乳糖 作为 能 量 来 源 ， 如 果 将 细胞 放 在 存在 一 种 不 同 的 糖 。 例 如 ， 葡 萄 糖 的 条 件 下 生长 ， 那 么 
就 能 确定 这 个 基因 的 突变 率 〈 使 用 指示 染料 区 分 出 突变 的 细胞 )。 损 坏 的 基因 部 分 要 低 于 实际 
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突变 率 ， 因 为 许多 突变 都 是 沉默 的 〈 例 如 ， 有 些 情况 改变 了 核 苷 酸 密码 ， 却 没有 改变 它 编码 
的 氨基 酸 ， 或 者 即使 改变 了 氨基 酸 也 不 会 影响 该 基因 编码 蛋白 质 活 性 )。 对 这 些 基因 沉默 突变 
情况 进行 校正 以 后 ， 估 计 编 码 平均 大 小 蛋白 质 〈 约 10° 个 编码 核 苷 酸 对 ) 在 10° 代 细 菌 细胞 
中 只 发 生 一 次 突变 〈 该 突变 并 不 一 定 使 蛋白 质 失 活 )。 换 句 话 讲 ， 细 菌 每 代 细 胞 发 生 突变 的 概 
率 大 约 是 每 10” 个 核 背 酸 对 中 有 1 对 会 发 生 突变 。 
哺乳 动物 中 生殖 系 的 突变 率 更 难 直接 测量 ， 但 可 以 进行 间接 的 估计 。 一 种 方式 就 是 比较 
多 个 物种 中 同一 蛋白 质 的 氨基 酸 序 列 。 然 后 用 任何 2 个 物种 间 不 同 氨基 酸 部 分 进行 比较 。 使 
用 这 种 方法 ， 可 以 计算 氨基 酸 序列 上 发 生 的 可 遗传 变化 在 生物 体 中 固定 下 来 之 前 ， 平 均 要 经 
历 的 年 数 。 这 个 值 可 以 用 来 估计 基因 中 产生 单个 稳定 突变 所 需 的 平均 年 数 ， 因 为 这 种 遗传 变 
化 的 每 一 种 通常 反映 该 蛋白 质 编码 基因 的 DNA 序列 单个 核 华 酸 发 生 的 改变 。 
这 些 计算 几乎 总 是 大 大 低估 了 实际 突变 率 ， 因 为 许多 突变 会 破坏 蛋白 质 的 功能 ， 并 因 自 然 选 
择 作用 从 物种 中 消失 ， 也 就 是 ， 通 过 含有 这 些 突变 生物 的 优先 死亡 。 但 是 ， 也 存在 一 个 家 族 的 蛋 
白质 片段 ,它们 的 序列 看 起 来 不 受 影 响 ， 允 许 编码 它们 的 基因 累积 突变 ， 而 不 会 被 自然 选择 淘汰 。 
这 些 是 血 纤 膝 ， 血 纤 肘 是 当 凝 血 过 程 中 纤维 蛋白 被 激活 形成 纤维 蛋白 从 纤维 蛋白 原 释放 出 的 20 个 
氨基 酸 的 片段 。 由 于 血 纤 肽 的 功能 明显 不 依赖 于 它们 的 氨基 酸 序 列 ， 所 以 它们 可 以 容忍 任何 氨基 
酸 发 生 改变 。 血 纤 肽 的 序列 比较 表明 ， 一 个 典型 的 含有 


Pa ees 400 个 氨基 酸 的 蛋白 质 ， 大 约 每 隔 200 000 年 通过 生殖 系 
RSSS 中 单个 氨基 酸 变化 而 发 生 一 次 随机 改变 。 
Ñ esses 估计 突变 率 的 另 一 种 方法 就 是 利用 DNA 测序 比 
SR 较 不 同 物种 基因 组 中 不 含 重要 信息 


此 酸 序列 。 这 种 比较 估计 出 来 的 突变 率 与 血 纤 肽 的 研 
究 获 得 的 突变 率 很 接近 。 

大 肠 杆菌 和 人 类 之 间 在 繁殖 方式 以 及 世代 时 间 方面 
都 相差 很 大 。 然 而 ， 如 果 将 它们 各 自 的 突变 率 标准 化 为 
单 轮 的 DNA 复制 ， 就 发 现 它们 各 自 突变 率 很 相似 了 : 
每 轮 复制 时 ，10? 个 核 共 酸 中 大 约 有 1 个 发 生 改 变 。 


蛋白 质 中 许多 突变 都 是 有 害 的 ， 并 被 自 
然 消除 

如 果 将 几 对 物种 中 特定 蛋白 质 存在 差异 的 氨基 酸 

200 400 60 so ioo ”数目 ， 相 对 于 该 对 物种 从 共同 祖先 趋 异 进化 的 时 间作 

物种 分 化 后 百 万 年 图 ， 结 果 是 一 条 相当 直 的 线 ， 趋 异 进化 时 间 越 长 ， 存 

在 差异 的 氨基 酸 数 目 越 大 。 为 方便 起 见 ， 这 条 直线 的 

图 5-1 不 同 的 蛋白 质 以 不 同 的 速度 进化 ”斜率 用 这 种 蛋白 质 的 “单位 进化 时 间 ” 表 述 ， 也 就 是 
血红 蛋白 、 组 蛋白 H4、 细 胞 色素 < 和 血 纤 肽 中 指 100 个 氨基 酸 残 基 序 列 中 出 现 1 个 氨基 酸 改变 所 需 
氨基 酸 改 变速 度 的 比较 。 前 3 种 蛋白 在 进化 中 Di y ear 
Rimi eat ees. We RR 的 平均 时 间 。 比 较 不 同 的 蛋白 质 以 后 可 以 看 到 ， 它们 
ZAR BRD a 100 个 氨基 酸 中 出 现 一 个 可 每 一 个 都 显示 出 不 同 但 很 独特 的 进化 概率 “图 5-1)。 

接受 的 氨基 酸 改 变 平均 要 花费 的 百 万 年 数 , 在 由 于 大 部 分 DNA 核 背 酸 经 历 大 致 相同 概率 的 随 

决定 每 年 的 变化 速率 时 ， 意 识 到 100 百 万 年 前 机 突变 ,不同 蛋白 质 具 有 不 同 的 突变 率 ， 必 然 反映 一 

从 共同 的 祖先 趋 异 的 2 个 物种 经 过 200 百 万 年 个 氨基 酸 的 改变 对 于 每 种 蛋白 质 有 害 的 可 能 性 的 不 

a ARE 同 。 例 如 ， 从 图 5-1 中 数据 我 们 可 以 估计 到 细胞 色素 


200 
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每 100 个 氨基 酸 中 的 变化 
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< 中 每 7 个 氨基 酸 改变 中 有 6 个 是 有 害 的 ， 并 且 组 强 白 H4 中 所 有 的 氨基 酸 改 变 实 际 上 都 是 有 
害 的 。 携 带 这 种 有 害 突变 的 个 体 动物 可 能 被 自然 选择 群体 淘汰 。 
据 我 们 所 知 ， 低 突变 率 对 于 生命 是 必需 的 

既然 如 此 多 的 突变 对 于 生物 体 有 害 ， 所 以 也 就 没有 任何 一 个 物种 能 够 付 得 起 代价 ， 人 允许 
突变 在 它 生殖 细胞 中 以 极 高 频率 累积 起 来 。 尽 管 观察 到 的 频率 很 低 ， 人 们 仍然 认为 10 们 高 的 
突变 率 将 任何 生物 体 都 能 编码 的 必需 蛋白 质数 目 限制 在 6000 左右 。 在 这 种 情况 下 ， 比 果 蝇 稍 
简单 的 生物 体 将 停止 进化 。 

多 细胞 生物 的 体 细胞 必须 防止 发 生 遗 传 改 变 ， 以 保护 每 一 生物 个 体 ， 然 而 生殖 细胞 必须 防止 
高 频 突变 率 ， 以 维持 物种 的 延续 。 体 细胞 内 核 昔 酸 的 改变 会 产生 各 种 各 样 的 细胞 ， 其 中 的 一 些 通 
过 自然 选择 ， 以 牺牲 生物 体 其 余部 分 为 代价 ， 进 行 迅 速 地 增殖 。 在 极端 的 情况 下 ， 其 结果 就 是 不 
受 控制 的 细胞 增殖 ， 称 为 癌 ， 这 种 疾病 导致 了 欧洲 和 北美 洲 中 每 年 约 30% 的 死亡 病例 。 这 些 死 
亡 病 例 大 部 分 是 因为 体 细胞 DNA 序列 中 突变 的 累积 〈 讨 论 见 第 23 章 )。 突 变频 率 的 显著 增加 将 
会 加 快 体 细胞 突变 体 的 出 现 频率 ， 因 而 可 能 灾难 性 地 增加 癌症 的 发 生 。 由 此 可 见 ， 无 论 从 拥有 
大 基 基 因 的 物种 的 永久 存活 (生殖 细胞 稳定 性 )， 还 是 从 防止 体 细胞 突变 导致 癌症 发 生体 细胞 稳 
定性 的 角度 讲 ， 像 人 类 这 样 的 多 细胞 生物 依赖 于 维持 它 的 DNA 序列 的 显著 的 高 度 忠实 性 。 

在 下 一 部 分 ， 我 们 将 会 看 到 ，DNA 得 以 成 功 地 维持 ， 不 仅 依赖 于 DNA 序列 复制 并 分 配 到 子 代 细 
胞 中 的 精确 度 ， 而 且 依赖 于 修复 DNA 基因 辐射、 化 学 物质 或 其 他 事件 导致 的 突变 的 一 系列 酶 的 作用 。 
小 结 


在 所 有 细胞 中 ，DNA 序列 都 以 高 度 的 忠实 性 进行 维持 和 复制 。 对 于 像 细菌 与 人 这 样 如 此 
不 同 的 生物 而 言 ， 突 变 率 也 差不多 是 一 样 的 ， 即 DNA HAM Hat. AE LO” 个 核 蔡 酸 对 中 约 有 
1 个 核 葵 酸 发 生 改 变 。 由 于 存在 这 种 显著 的 精确 性 ， 人 类 基因 组 序列 (大 约 3X 10? MAEM 
对 ) 在 每 次 细胞 分 裂 时 ， 仅 仅 约 有 3 个 核 葵 酸 发 生 了 变化 。 这 使 得 大 多 数 人 能 将 遗传 信息 精 
确 地 代 代 相传 ， 而且 能 够 避免 在 体 细胞 中 发 生 突变 ,防止 产 生 癌症 。 


DNA 复制 机 制 


所 有 的 生物 体 在 每 一 次 细胞 分 裂 之 前 ， 都 必须 极其 精确 地 复制 它们 的 DNA。 在 这 一 部 
分 ， 我 们 探讨 一 种 复杂 的 “复制 机 器 "， 如 何 能 够 以 每 秒 1000 个 核 背 酸 的 速率 复制 DNA 的 
同时 ， 还 能 实现 如 此 高 的 精确 性 。 


碱 基 配 对 原则 为 DNA 复制 和 修复 提供 了 基础 


第 1 章 我 们 简单 讨论 过 ，DNA 模板 化 是 指 一 股 DNA 链 (或 者 DNA 链 中 选 定 的 部 分 ) 
的 核 昔 酸 序 列 通过 碱 基 配 对 CA 和 了 配对 ，G 和 C 配 对 )， 拷 贝 成 一 条 互补 的 DNA 序列 的 过 
程 (图 5-2)。 这 个 过 程 要 求 DNA 模板 链 中 每 个 核 背 酸 能 被 一 个 自由 的 〈 未 聚合 的 ) 互补 核 
苷 酸 识 别 ， 而 且 它 还 要 求 DNA 双 螺 旋 的 两 条 链 分 开 。 这 种 分 离 使 每 个 DNA 碱 基 上 的 氢 键 供 
体 和 受 体 基 团 都 暴露 出 来 ， 以 供与 将 要 靠近 合适 的 自由 核 苷 酸 配 对 ， 通 过 酶 催化 的 聚合 反应 
将 它们 排列 起 来 形成 一 条 新 的 DNA 链 。 

WARREN, DNA RA (DNA polymerase), F 1957 年 被 发 现 。 作 为 该 酶 底 
物 的 自由 核 苷 酸 是 双 脱 氧 核糖 核 苷 三 磷酸 ， 它 们 聚合 形成 DNA 需要 一 条 单 链 的 DNA 模板 。 
图 5-3 和 图 5-4 说 明了 这 个 反应 逐步 进行 的 机 制 。 
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OE TEENE 
母 代 DNA 双 螺旋 F f Fi i EFI 
模板 S' 链 
图 5-2 DNA 双 螺 旋 作 为 自身 复制 的 模板 
HAREM A 只 能 成 功 地 与 工 配 对 ，G 只 能 与 C 配对， 所 以 每 股 DNA 都 能 用 作 模板 ， 通 过 DNA 
碱 基 配对 ， 指 定 它 的 互补 链 的 核 昔 酸 序列 。 通 过 这 种 方式 ， 能 够 精确 地 拷贝 出 一 条 双 链 DNA 分 子 


FORMATS MR 


图 5-3 DNA 合成 的 化 学 


向 一 条 多 聚 核 背 酸 链 (引物 链 ) 的 3 MMAR RERE DNA 合成 的 基本 反应 。 如 图 所 示 ， 即 将 进入 的 脱氧 核 苷 
酸 三 磷酸 和 已 存在 的 DNA 链 (模板 链 ) 之 问 的 碱 基 配 对 指导 新 的 DNA 链 的 形成 ， 并 使 它 具 有 互补 的 核 苷 酸 序列 
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A B) i 
Sam 将 要 进入 的 脱 
z HERMAN 


将 要 进入 的 脱 
氧 核 华 酸 三 磷酸 


图 5-4 DNA 合成 由 DNA 聚合 酶 催化 
(A) DNA 聚合 酶 催化 向 一 条 多 聚 核 苷 酸 链 ， 引 物 链 ， 的 3 -OH 端 逐 步 加 入 脱氧 核糖 核 苷 酸 ， 该 引物 链 与 另 一 条 链 互补 配 
对 。 因 此 ， 正 如 前 面 的 图 中 所 示 ， 新 合成 的 DNA 链 以 5 -~3 方向 聚合 。 因 为 每 个 将 要 进入 的 脱氧 核 苷 酸 三 确 酸 必须 与 模板 
链 配对 ， 所 以 模板 链 决定 4 种 脱氧 核 苷 酸 CA, D 中 的 哪个 将 被 加 入 ， 该 反应 由 焦 磅 酸 释 放 及 随后 水 解 引起 的 大 
量 的 有 利 的 自由 能 变化 驱动 。(B) 利用 X 射线 晶体 学 确定 的 一 个 大 肠 杆菌 DNA 聚合 酶 分 子 的 结构 。 大 致 来 讲 ， 它 类 似 一 
个 右手 ， 其 中 手掌 、 手 指 和 拇指 紧 抓 着 DNA。 这 幅 图 说 明 的 是 在 DNA 修复 中 起 作用 的 DNA 聚合 酶 ， 但 复制 DNA 的 聚合 
酶 具有 类 似 的 特征 [(B) 摘自 L. S Beese, V. Derbyshire, and T. A. Steitz, Science 260; 352~355, 1993] 


DNA 复制 又 是 不 对 称 的 


细胞 内 DNA 进行 复制 时 ， 两 股 DNA 链 的 每 一 
条 都 作为 模板 ， 合 成 一 条 全 新 的 链 。 由 于 分 裂 细 胞 的 
两 个 子 细胞 都 继承 了 一 个 新 的 DNA 双 螺 旋 ， 它 含有 
一 条 新 链 和 一 条 旧 链 (图 5-5) ， 所 以 说 DNA 聚合 


> 


“ 半 保 留 地 ”复制 了 DNA 双 螺旋 。 那 么 这 是 如 何 完 E k 
成 的 呢 ? è >) 

19 世纪 60 年 代 早 期 ， 对 所 有 正在 复制 的 染色 体 2 2 
进行 分 析 后 发 现 ， 存 在 一 个 复制 的 局 部 区 域 ， 它 沿 亲 DD 
AR DNA 双 螺 旋 不 断 向 前 移动 。 巾 于 其 立 形 结构 ， 这 A N 


个 活跃 区域 称 为 复制 丸 (replication fork) (图 5-6). 
在 复制 又 位 置 ， 两 条 新 的 子 代 链 都 由 一 个 含有 DNA 
聚合 酶 的 多 酶 复合 体 合成 。 

乍 一 看 起 来 ，DNA 复制 的 最 简单 机 制 似乎 是 : 
当 复制 又 从 DNA 分 子 一 端 移 向 另 一 端 时 ， 两 条 新 链 
在 复制 又 位 置 不 断 生长 ， 一 个 核 苷 酸 接 一 个 核 苷 酸 。 
但 是 ， 由 于 DNA 双 螺 旋 中 两 股 DNA 链 的 反 向 平行 
(图 5-2)， 该 机 制 要 求 一 条 子 代 链 沿 5 一 3 方向 聚 S 
合 ， 另 一 条 沿 3 一 5 方向 聚合 。 这 样 的 复制 叉 将 需 ESS DNA 复制 的 半 保留 特性 
要 两 种 不 同 的 DNA 聚合 酶 。 一 种 DNA 聚合 酶 催化 每 一 轮 复 制 中 ， 两 条 DNA 链 每 一 条 都 用 作 模 板 


合成 互补 的 DNA 链 ， 因 而 原先 的 两 条 链 经 过 许 
由 5 一 3 方向 的 聚合 ， 这 里 进入 的 每 一 个 脱氧 核糖 核 多 的 细胞 世代 仍然 保留 
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m56 环 状 染色 体 上 两 个 复制 丸 以 相反 的 方向 移动 
DNA 复制 活路 区域 沿 正在 复制 的 DNA 分 子 不 断 向 前 移动 ， 形 成 一 个 称 为 复制 丸 的 Y 形 DNA 结构 ， 
每 个 Y 的 两 辟 是 两 个 子 DNA 分 子 ，Y 的 茎 秆 是 亲 代 DNA 螺旋 。 在 此 图 中 ， 亲 代 链 是 郴 黄 色 的 ， 新 合 
成 的 链 是 红色 的 〈 显 微 照片 经 Terome Vinograd 允许 后 使 用 ) 


任 三 磷酸 携带 一 个 激活 的 三 磷酸 以 供 自身 的 加 成 。 另 一 种 DNA 聚合 酶 则 催化 由 3'-*5 方向 的 
聚合 ， 通 过 所 谓 的 “ 头 部 生长 ”进行 工作 ， 生 长 中 的 DNA 链 未 端 携带 三 磷酸 活化 能 ， 以 供 
接着 进入 的 每 一 个 三 磷酸 (图 5-7). 
(图 5-7)，1 


图 5-7 DNA 复制 的 一 种 不 正确 的 模型 
尽管 它 看 起 来 是 最 简单 的 DNA 复制 可 能 的 模型 ， 但 这 里 所 说 明 的 机 制 并 不 是 细胞 所 利用 的 。 在 该 图 中 ， 两 条 
F DNA 链 将 连续 生长 ， 利 用 两 个 未 端 三 酸 的 水 解 能 〈 用 红色 射线 突出 黄色 圆圈 ) 将 下 一 个 核 背 酸 加 入 到 每 条 
链 上 。 这 将 要 求 两 条 链 都 沿 5 一 3 方向 〈 下 面 ) 生长 - 还 没有 发 现 哪 种 酶 俊 化 3'5 7 HY BAER A DL, 
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那么 3 一 5 的 DNA 链 一 般 是 如 何 生长 的 呢 ? 19 世纪 60 年 代 得 到 的 实验 结果 首先 提示 了 
这 个 问题 的 答案 。 研 究 者 将 高 放射 性 的 H- 胸 腺 喀 啶 加 入 到 正在 分 型 的 细胞 中 ， 过 几 秒 钟 ， 
这 样 只 有 最 新 复制 的 DNA (就 是 那些 紧 跟 在 复制 叉 后 面 的 DNA) 被 放射 性 标记 上 。 这 个 实 
验 揭示 了 在 生长 的 复制 叉 位 置 ， 短 暂 存在 一 些 DNA 片段 ， 它 们 长 1000 一 2000 PER, BL 
在 通常 称 为 罗 崎 片段 。 (类 似 的 复制 中 间 产 物 后 来 也 在 真 核 生物 中 发 现 ， 它 们 的 长 度 仅 为 
100 一 200 PEF AR.) 实验 表明 ， 冈 崎 片段 只 从 5' 一 3' 链 方向 聚合 ， 当 合成 它们 之 后 再 连接 
起 来 形成 长 链 DNA。 

因此 ,复制 丸 具 有 一 个 不 对 称 的 结构 (图 5-8)。 连 续 合成 的 子 代 DNA 链 称 为 前 导 链 
(leading strand)。 前 导 链 的 合成 比 非 连 续 合成 的 子 代 DNA 链 稍稍 提前 ， 这 些 非 连续 合成 的 
子 代 DNA 链 称 为 后 随 链 (lagging strand)。 对 于 后 随 链 ， 核 背 酸 聚合 的 方向 与 整体 上 DNA 
链 生 长 的 方向 相反 。 后 随 链 的 合成 被 延迟 是 因为 它 必须 等 待 前 导 链 暴露 冈 崎 片段 合成 的 模板 
链 。 后 随 链 以 不 连续 的 “ 倒 颖 ”机 制 进行 合成 ， 意 昧 着 DNA 复制 只 需要 5 一 3' 类 型 的 DNA 
RAM. 


前 导 链 


ai t 大 多 数 刚 
manare anam S 
ome 3， 一 “合成 的 DNA 


含 风 岩片 段 后 随 链 


图 5-8 DNA 复制 叉 的 结构 
由 于 两 条 子 代 DNA 链 都 以 5 一 3 方向 聚合 ， 后 随 链 上 DNA 合成 起 初 必 须 先 产生 一 系列 短 DNA 分 子 ， 
称 作风 崎 片段 


DNA 复制 的 高 度 忠实 性 需要 多 种 校对 机 制 


本 章 开 头 我 们 讨论 过 ， 复制 时 拷贝 DNA 的 忠实 性 可 以 达到 每 10 个 核 苷 酸 只 发 生 一 次 错 
误 。 这 个 忠实 程度 比 我 们 基于 互补 碱 基 配 对 的 精确 性 预测 的 要 高 得 多 。 由 此 可 见 ， 标 准 的 碱 
基 配 对 (图 4-4) 并 不 是 唯一 可 能 的 校对 机 制 。 例 如 ， 一 旦 螺旋 的 几何 形状 发 生 小 变化 ， 就 可 
以 在 DNA 中 的 G ALC 之 间 形 成 氧 键 。 此 外 ， 还 存在 4 种 DNA 碱 基 的 稀有 互 变异 构 体 形式 ， 
其 比率 为 1: 10' 或 1: 10 。 这 些 互 变异 构 体 之 间 形 成 碱 基 错 配 却 不 改变 螺旋 的 几何 形状 。 例 
如 ，C 的 稀有 互 变异 构 形式 与 A 配对 ， 而 不 与 G 配对 。 

当 错 配 在 即将 进入 的 脱氧 核糖 核 苷 三 磷酸 与 DNA 模板 之 间 发 生 时 ， 如 果 DNA 聚合 酶 没 
有 采取 特别 的 行动 ， 那 么 这 个 错误 核 背 酸 将 总 是 整合 到 新 合成 的 DNA 链 中 ,产生 频繁 的 突 
变 ; 然而 ，DNA 复制 的 高 度 忠实 性 不 仅 依赖 于 互补 碱 基 配对 ， 而 且 依赖 于 许多 校对 机 制 ， 它 
们 连续 发 挥 作用 ， 以 纠正 早期 可 能 出 现 的 任何 错误 。 

第 一 个 校对 步骤 由 DNA 聚合 酶 执行 ， 校 对 作用 就 在 新 的 核 苷 酸 进 入 生长 链 之 前 进行 。 
我 们 关于 这 种 机 制 的 知识 来 自 于 几 种 不 同 聚 合 酶 的 研究 ， 其 中 包括 一 种 细菌 病毒 T7 合成 的 
DNA 聚合 酶 ， 它 在 大 肠 杆菌 内 催化 复制 DNA。 对 于 移动 中 的 聚合 酶 而 言 ， 正 确 配对 的 核 苷 
酸 能 与 模板 正确 地 进行 碱 基本 对。 而且， 在 结合 核 苷 酸 后 ， 但 在 核 背 酸 共 价 整合 到 生长 链 之 
前 ， 聚 合 酶 的 构象 必须 发 生变 化 。 错 配 的 核 苷 酸 比 正确 的 核 苷 酸 在 这 一 步 更 容易 解 离 。 因 此 ， 
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模板 链 稀少 的 互 变异 构 的 C (Cr) 
碰巧 和 A 形 成 碱 基 对 ， 
D BARONA RATEMA NEN A | 


Dn 
异 变 构 的 C* 向 正常 C 的 


快速 转变 破坏 子 和 A 的 碱 基 对 
t 


林 修 复 的 3-OH 端 被 DNA 
涌 合 酶 阻止 了 进一步 的 延伸 


Ron DNA 育 合 酶 的 3 一 5 外 切 


酶 活性 切 掉 了 错误 碱 基 ， 

重新 产生 3-OH 可 配对 的 
了 

DNA ZR r Ri EERIE BOE 

酸 加 到 挥 针 链 的 3-OH 上 


ome" 


OH 


FEEN 


TOoCOOO OO OD 


这 一 步 使 得 DNA FEA ETE HEA AE AR BO 
成 之 前 ， 能 够 对 确切 的 碱 基 配 对 的 几何 结 
构 进行 “双重 检验 ”。 

在 那些 不 常见 的 情况 下 ， 一 旦 不 正确 
的 核 苷 酸 共 价 整合 到 生长 链 中 ， 就 会 立即 
进行 下 一 步 的 校 错 反应 ， 称 为 外 切 核 酸 酶 
解 校 对 。DNA FRA ABIES EE I KF 
磷酸 连接 起 来 ， 从 而 起 始 新 的 多 聚 核 苷 酸 
链 的 合成 。 相 反 ， 它 们 绝对 需要 一 条 碱 基 
配对 正确 的 引物 链 的 3-OH 端 ， 然 后 将 其 
他 的 核 背 酸 结合 上 去 〈 图 5-4)。 那 些 在 引 
物 链 的 3 -OH 端 有 错 配 〈 碱 基 不 正确 的 配 
对 ) 核 苷 酸 的 DNA 分 子 并 不 是 有 效 的 模 
板 ， 因 为 聚合 酶 不 能 延伸 这 样 的 链 。DNA 
聚合 酶 分 子 通 过 单独 的 一 个 催化 位 点 来 处 
理 这 种 错 配 的 引物 链 (或 者 是 单独 的 亚 基 ， 
或 者 是 聚合 酶 分 子 单独 的 结构 域 ， 这 取决 
于 聚合 酶 )。 这 种 3' ~5 的 校正 外 切 核酸 酶 
将 末端 任何 错 配 的 残 基 切 下 来 ， 直 到 足够 
的 核 苷 酸 被 去 除 ， 以 便 重新 生成 一 个 能 够 
引导 DNA 合成 且 碱 基 配 对 正确 的 3-OH 
端 。 通过 这 种 方式 ，DNA 聚合 酶 充当 “ 自 
我 校正 ” 酶 ， 当 它 沿 DNA 移动 时 ， 消 除了 
自身 的 聚合 错误 (图 5-9 和 图 5-10), 

对 于 DNA 聚合 酶 自我 校正 的 功能 而 
言 ， 一 个 碱 基 精 确 配 对 的 引物 末端 的 存在 
是 极为 关键 的 。 很 显然 ， 在 完全 没有 引物 
时 这 样 一 种 DNA 聚合 酶 能 够 起 始 合成 ， 却 
又 不 失去 辨别 正确 配对 的 3 -OH 端 是 不 可 
能 的 。 相 比 之 下 ， 参 与 基因 转录 的 RNA HK 
合 酶 不 需要 有 效 的 核酸 酶 解 的 校对 功能 ， 
合成 RNA 时 出 现 的 错误 不 会 遗传 给 下 一 
代 ， 偶 尔 形成 的 缺陷 RNA 分 子 也 没有 长 远 
的 重要 性 。 因 此 ，RNA 聚合 酶 能 够 在 没有 
引物 存在 的 条 件 下 起 始 合成 多 聚 核酸 链 。 

无 论 是 在 RNA 合成 ,还 是 在 mRNA 序 
列 翻译 合成 蛋白 质 序列 的 单独 过 程 中 ， 错 误 


图 5-9 DNA 复制 期 间 DNA 桶 合 酶 的 核酸 外 切 校对 。 频率 大 概 为 1 : 10  。 这 个 错误 水 平 比 DNA 
本 例 中 ， 胞 喀 喧 稀有 且 短暂 存在 的 互 变异 构 形 式 的 挫 和 引起 复制 高 出 100 000 倍 ， 因 为 后 者 存在 一 系列 


错 配 发 生 ， 用 星 号 表示 。 但 相同 的 校对 机 制 适用 于 生长 的 
3'-OH 端 任何 的 错误 挫 信 


+ 264 + 


校对 过 程 ， 使 得 复制 极为 精确 ( 表 5-1)。 


S 5 
a 
as Pen Ts] 
图 5-10 DNA 聚合 酶 的 编辑 
与 DNA 模板 形成 复合 体 的 DNA 聚合 酶 的 结构 轮廓 ， 分 别处 于 聚合 模式 〈 左 ) 
和 编辑 模式 〔 右 )。 图 中 显示 了 核酸 外 切 催化 位 点 E) 和 聚合 催化 位 点 〈(P)。 


研究 者 为 了 利用 X 射线 晶体 学 确定 这 些 结构 ， 通 过 利用 外 切 核酸 结构 域 缺 陷 的 
突变 将 处 于 这 两 种 状态 的 聚合 酶 “冷冻 "， 不 能 正常 执行 功能 


RSI 产生 高 保 真 的 DNA 合成 的 3 个 步骤 


复制 步骤 每 聚合 一 个 核 苷 酸 出 现 的 错误 
53H 1X 108 
3'-5' 外 切 1x10 
链 指导 的 错 配 修复 1x10? 
总 H 1x10 


TE: 第 三 步 〈 链 指导 的 错 配 修复 ) 将 在 本 章 后 面 的 部 分 介绍 。 


只 有 以 5 一 3' 方 向 进行 的 DNA 复制 能 够 对 错误 有 效 地 加 以 校正 


对 于 精确 性 的 要 求 也 许 能 解释 DNA 复制 为 什么 只 以 5 一 3 方向 进行 。 如 果 存 在 一 种 
DNA 聚合 酶 ， 以 3' 一 5' 方 向 加 入 脱氧 核糖 三 磷酸 ， 那 么 生长 链 的 5 端 ， 而 不 是 即将 进入 的 单 
核 苷 酸 ， 将 携带 活化 的 三 磷酸 。 这 种 情况 下 ， 聚 合 时 产生 的 错误 就 不 能 简单 地 加 以 水 解 掉 ， 
因为 这 样 形成 的 光 秃 5 端 将 立即 中 止 DNA 的 合成 图 5-11) 。 由 此 可 见 ， 校 正 加 入 到 DNA 
BE 3' 端 的 错 配 碱 基 比 加 入 到 5 端的 错 配 碱 基 容易 得 多 。 尽 管 DNA 复制 的 机 制 〈 图 5-8)， 乍 
看 起 来 比 前 面 图 5-7 中 描述 的 错误 机 制 更 加 复杂 ， 但 是 却 更 加 精确 ， 因 为 所 有 的 DNA 合成 都 
以 5 -=3 方 R 

即便 有 这 些 保护 措施 防止 DNA 复制 出 现 错误 ， 但 是 DNA 聚合 酶 本 身 也 偶尔 犯错 误 。 
然而 ， 后 面 我 们 将 会 看 到 ， 细 胞 仍然 有 另外 一 种 机 会 ， 通 过 一 种 称 作 链 指 导 的 错 配 修复 的 
过 程 纠 正 这 些 错误 。 然而， 在 讨论 这 个 机 制 之 前 ， 我 们 先 描述 一 下 在 复制 丸 发 挥 作用 的 其 
他 蛋白 质 。 


一 种 特殊 的 核 蔡 酸 聚合 酶 在 后 随 链 上 合成 短 RNA 引物 分 子 
对 于 前 导 链 ， 仅 仅 在 复制 开始 时 需要 一 条 特殊 的 引物 : 一 旦 形成 复制 丸 以 后 ， 就 持续 提 
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图 5-11 DNA 链 沿 5 一 3 方向 生长 的 解释 
右边 显示 ,， 当 聚 合 反应 中 的 一 个 错误 被 核酸 外 切 校对 排除 时 ， 向 5 3 方向 的 生长 使 链 能 够 持续 延 
伸 (图 5-9)。 相 比 之 下 ， 在 假定 的 3…5 方向 聚合 体系 中 ， 左 图 所 示 ， 外 切 核酸 校正 进一步 阻 断 
链 的 延伸 ， 为 了 方便 起 见 ， 只 显示 了 DNA 双 螺旋 的 引物 链 


供给 DNA 聚合 酶 一 个 碱 基 配对 的 引物 未 端 ， 以 便 将 新 的 核 苷 酸 加 上 去 。 然 而 ， 在 复制 又 的 
后 随 链 一 侧 ， 每 一 次 DNA 聚合 酶 完成 冈 崎 片段 合成 以 后 〈 需 要 几 秒 钟 )， 它 就 必须 在 模板 链 
更 远 处 起 始 合成 一 条 全 新 的 片段 (图 5-8)。 有 一 种 特别 的 机 制 用 来 合成 这 种 DNA 聚合 酶 分 
子 所 需 的 碱 基 配 对 的 引物 链 。 这 个 机 制 涉及 一 种 叫 DNA 引发 酶 “DNA primase) 的 酶 的 作 
H, DNA 引发 酶 利用 核糖 核 苷 三 磷酸 在 后 随 链 上 合成 短 的 RNA 引物 (RNA primer) (图 5- 
12)。 在 真 核 生物 中 ， 这 些 引物 长 度 约 为 10 个 核 苷 酸 ， 并 且 在 后 随 链 上 每 隔 100~200 ETE 
酸 合成 一 条 。 

RNA 的 化 学 结构 在 第 1 章 介 绍 过 ， 在 第 6 章 做 了 详细 的 描述 。 这 里 ， 我 们 只 需 注意 到 
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RNA 在 结构 上 与 DNA 极为 相似 。 一 条 RNA 4 DNA 如 果 互 补 就 可 以 形成 碱 基 配对 ， 生 产 一 
条 DNA/RNA 杂交 双 螺 旋 。 因 此 ，RNA 引物 的 合成 与 DNA 合成 都 遵循 相同 的 模板 使 用 原 
则 (图 1-5 和 图 5-2) 。 

因为 RNA 引物 在 末端 含有 一 个 碱 基 正 确 配对 的 核 苷 酸 ， 所 有 它 能 够 在 这 一 端 由 DNA R 
合 酶 延长 以 起 始 冈 崎 片段 的 合成 。 当 DNA 聚合 酶 遇 上 与 前 面 的 冈 崎 片段 的 5 端 相连 的 RNA 
引物 时 ， 这 条 冈 崎 片段 的 合成 就 终止 了 。 为 了 从 后 随 链 上 合成 的 许多 DNA 片段 生成 一 条 连 
续 的 DNA 链 ， 有 一 种 特殊 的 DNA 修复 系统 迅速 发 挥 功 能 ， 清 除 原来 的 RNA 引物 ， 并 用 
DNA 取代 。 然 后 一 种 DNA 连接 酶 (DNA ligase) 将 新 DNA 片段 的 3 端 与 前 面 合成 的 片段 ， 
5 端 连 接 起 来 ， 完 成 整个 复制 过 程 (图 5-13 和 图 5-14) 。 


RNA 新 的 RNA 引 物 通 
引物 过 DNA 引 发 酶 合成 
3 mn 5 3' lem 5’ 


延迟 链 模板 DNA 请 合 栈 结合 到 RNA 
引物 上 起 始 新 的 网 内 片段 


te 3 ms 5 3 ‘Gem 5! 
3"! 


3 


DNA 聚 合 栈 结 束 了 DNA 片 段 


旧 的 RNA 引 物 被 DNA 取 代 


|S TT 5 
3 3 
DNA 连 接 酶 将 冈 崎 
片段 连 在 了 延伸 的 
= 上 ， 填 补 了 缺口 。 


RNA 引 物 RNA 引 发 酶 


O EAA 
3" 3 

图 5-12 RNA 引物 的 合成 图 5-13 合成 后 随 链 上 许多 DNA 片段 中 的 一 个 
DNA 引发 酶 催化 反应 的 简 图 。DNA 引发 酶 是 一 在 真 核 生物 中 ，RNA 引物 在 后 随 链 上 间隔 大 约 200 核 
种 利用 DNA 作为 模板 ， 在 后 随 链 上 合成 短 RNA ERAR, HT RNA 引物 长 约 10 PRAT. RTL 
引物 的 酶 。 与 DNA RETREAT. DNA 引发 酶 能 物 由 特殊 的 DNA 修复 酶 〈RNaseH) 清除 ， 它 识别 


将 两 个 核糖 核 在 酸 三 克 酸 连接 起 来 ， 起 始 合成 一 。。 DNA 螺旋 中 的 RNA 链 ， 并 将 其 片段 化 ， 作 用 产生 的 
条 新 的 多 如 核 葬 链 。 引 发 酶 以 33 方向 合成 缺口 由 DNA RAWEA DNA 连接 本 填补 
-小 段 多 聚 核 背 酸 链 ， 然 后 停 下 来 ， 该 引物 的 3 
端 就 能 供 DNA 聚合 酶 利用 


为 什么 要 优先 使 用 可 消除 的 RNA 引物 ， 而 不 使 用 不 需要 消除 的 DNA 引物 呢 ? 认为 自我 
校正 的 聚合 酶 不 能 重新 起 始 链 的 合成 的 观点 也 暗示 了 它 的 逆 否 命题 : 能 重新 起 始 链 的 合成 的 
聚合 酶 不 能 有 效 地 进行 自我 校正 。 因 此 ， 任 何 引导 合成 冈 崎 片段 的 酶 都 必然 会 合成 出 一 条 相 
对 不 精确 的 拷贝 《至 少 10 个 核 苷 酸 中 有 一 个 错误 ) 。 即 使 这 样 的 拷贝 在 终 产物 中 保留 下 来 ， 
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图 5-14 DNA 连接 酶 催化 的 反应 
该 酶 封闭 断裂 的 磷酸 二 酯 键 。 如 图 所 示 ， 在 形成 新 的 键 之 前 第 二 步 )，DNA 连接 酶 利用 一 分 子 ATP 活化 切口 的 
5 端 (第 一 步 )。 通 过 这 种 方式 ， 能 量 上 不 利 的 切口 封闭 反应 与 能 量 上 有 利 的 ATP 水 解 过 程 偶 联 起 来 


只 占 整个 基因 组 不 到 5% 的 比例 (如 每 200 个 核 苷 酸 的 DNA 片段 中 有 10 个 核 背 酸 发 生 错 
配 )， 其 结果 也 会 整体 突变 率 大 大 增加 。 因 而 ， 看 起 来 ， 进 化 将 RNA 而 不 是 DNA 用 作 引 物 
似乎 给 细胞 提供 了 一 种 强大 的 优势 : 引物 中 的 核糖 核 苷 酸 自动 将 这 些 序列 标记 成 “可 疑 拷 


ET 


DNA 螺 旋 酶 结合 


E ATP 
ADP+Pi 


> 
图 5-15 检验 DNA 解 螺旋 酶 的 实验 分 析 
一 小 段 DNA 片段 与 一 大 段 DNA 单 链 退火 形成 一 个 
DNA 双 螺 旋 区 - 随 着 解 旋 酶 沿 着 DNA 单 链 移动 、 
双 螺 旋 熔 解 ， 在 需要 解 旋 酶 和 ATP 存在 的 反应 中 释 
放出 小 DNA 片段 。ATP 水 解 为 解 螺旋 酶 提供 迅速 地 
逐步 移动 的 动力 CPA 3-76) 
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贝 "， 以 便 对 其 进行 有 效 的 清除 和 取代 。 


特殊 蛋白 质 帮 助 打开 复制 又 前 面 的 
DNA 双 螺 旋 


为 了 使 DNA 合成 方向 推进 ， 复 制 又 前 面 的 
DNA 双 螺 旋 必 须 打 开 ， 这 样 即将 进入 的 双 脱 氧 
核糖 核 苷 三 磷酸 才能 与 模板 链 形成 碱 基 配对 。 然 
而 ，DNA 双 螺 旋 在 正常 条 件 下 很 稳定 ; 碱 基 对 
如 此 强 有 力 地 固定 在 其 位 置 上 ， 以 至 于 在 试管 中 
需要 接近 沸水 的 温度 才能 将 两 条 链 分 开 。 因 此 ， 
只 有 当 模 板 链 与 其 互补 链 已 经 分 离 并 暴露 出 来 以 
后 ，DNA RAMA DNA 引发 酶 才能 拷贝 一 条 
DNA 双 螺 旋 。 此 外 ， 也 需要 其 他 的 蛋白 质 帮助 
打开 双 螺 旋 ， 从 而 为 DNA 聚合 酶 的 复制 提供 合 
适 的 单 链 模 板 。 有 两 种 蛋白 质 参与 这 个 过 程 
DNA 解 旋 酶 和 单 链 DNA 结合 蛋白 。 

DNA 解 旋 酶 (DNA helicase) 最 初 是 作为 一 
种 结合 上 单 链 DNA 以 后 水 解 ATP 的 蛋白 质 分 离 
出 来 。 正 如 第 3 章 所 描述 的 ，ATP 的 水 解 能 以 可 
循环 的 方式 改变 蛋白 质 分 子 的 形状 ， 从 而 使 得 蛋 
白质 做 机 械 性 重复 的 工作 。DNA 解 螺旋 酶 使 用 
这 一 原理 ， 让 自身 沿 DNA 单 链 迅速 推进 。 当 它 
们 遇 到 双 螺 旋 区 域 时 ， 继 续 没 它们 的 链 移动 ， 从 
而 以 高 达 每 秒 1000 核 背 酸 对 的 速率 分 开 螺旋 
(图 5-15 和 图 5-16). 

事实 上 ， 模 板 DNA 双 螺旋 在 复制 又 位 置 的 解 
旋 可 以 由 两 种 DNA 解 螺 旋 酶 协同 催化 一 一 一 种 沿 


图 5-16 DNA 解 螺旋 酶 的 结构 
(A) 作为 六 聚 体 环 鼻 白 的 简 图 ，(B) 按 比例 显示 DNA 复制 又 和 解 旋 酶 的 简 图 。(C) X 射线 衍射 得 
到 的 噬菌体 T7 复制 解 螺旋 酶 的 详细 结构 。6 个 相同 的 亚 基 以 一 种 有 序 的 方式 结合 并 水 解 ATP， 来 
推进 该 分 子 沿 从 中 间 和 孔 穿 过 的 DNA 单 链 前 进 ， 红 色 表 示 结 构 内 部 结合 的 ATP 分 子 [(B) 经 Edward 
H. Egelman 允许 使 用 ;，(C) WÉI M. R. Singleton et al ,Cell 101; 589 一 600，2000，@ elserier] 


前 导 链 模板 运动 ， 一 种 沿 后 随 链 运动 。 由 于 两 条 链 的 极 性 相反 ， 这 些 解 螺旋 酶 需要 沿 单 链 
DNA 向 相反 的 方向 移动 ， 因 此 这 些 酶 也 就 不 同 了 。 这 两 种 类 型 的 解 螺旋 酶 都 存在 。 在 了 解 得 
最 清楚 的 复制 系统 中 ， 位 于 后 随 链 模 板 上 的 解 螺旋 酶 似乎 发 挥 着 主要 作用 ， 其 原因 不 久 就 会 
弄 清楚 。 

单 链 DNA 结合 (SSB) HA (single-strand DNA-binding protein) ， 也 称 为 螺旋 去 稳定 蛋 
白 ， 紧 密 而 且 协 同 地 结合 到 暴露 的 单 链 DNA 上 ， 但 并 不 覆盖 碱 基 ， 因 而 使 单 链 DNA 可 以 作 
为 模板 使 用 。 这 些 单 链 DNA 结合 蛋白 不 能 直接 打开 一 段 DNA 螺旋 ， 但 是 它们 能 够 帮助 解 旋 
酶 稳定 已 开 旋 的 单 链 构象 。 此 外 ， 它 们 协同 地 结合 覆盖 在 单 链 DNA 上 以 后 ， 使 该 区 域 变 得 
平 直 ， 从 而 能 够 防止 短发 卡 状 螺旋 的 形成 ， 短 发 卡 状 螺旋 在 单 链 DNA 内 部 容易 形成 〈 图 5-17 
和 图 5-18)。 这 些 短发 卡 状 螺旋 可 以 妨碍 由 DNA 聚合 酶 催化 的 DNA 合成 。 


移动 的 DNA 聚合 酶 分 子 通过 一 个 滑动 的 环保 持 与 DNA 的 连接 


依据 不 同 的 情况 ， 大 部 分 的 DNA 聚合 酶 分 子 从 DNA 模板 上 掉 下 来 之 前 都 只 合成 一 小 段 
核酸 。 从 DNA 分 子 上 迅速 解 离 的 能 力 ， 使 得 后 随 链 上 刚刚 完成 一 段 风 崎 片段 合成 的 DNA R 
合 酶 分 子 能 够 迅速 地 循环 利用 ， 以 便 在 同一 条 链 上 开始 下 一 段 冈 崎 片段 的 合成 。 然 而 ， 要 不 
是 存在 一 种 辅助 蛋白 质 充当 受 调 节 的 夹子 的 话 ， 解 离 将 使 得 聚合 酶 难以 在 复制 叉 位 置 合成 长 
Betty DNA 链 。 当 聚合 酶 移动 时 ， 该 夹子 牢固 地 将 聚合 酶 限定 在 DNA E, MRANA SINI 
面 DNA 的 双 螺 旋 区 域 时 ， 就 立即 释放 它 。 

这 个 夹子 是 如 何 能 够 防止 聚合 酶 解 离 的 同时 ， 又 不 会 阻碍 它 沿 DNA 分 子 迅速 移动 的 呢 ? 
应 用 X 射线 衍射 得 到 的 这 个 夹子 蛋白 质 的 三 维 结构 表明 它 沿 DNA 螺旋 形成 了 一 个 大 环 。 这 
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DNA 聚合 酶 


含有 小 区 域 碱 基 对 的 
“发 夹 "结构 存在 于 单 
链 DNA 模 板 上 


协作 蛋白 的 结合 使 链 变 直 


图 5-17 单 链 DNA 结合 蛋白 (SSB 蛋白 ) 对 单 链 DNA 结构 的 影响 
因为 每 个 蛋白 质 分 子 优先 紧 挨 着 结合 先 结合 的 分 子 ， 所 以 该 蛋白 质 就 在 DNA 单 链 上 形成 一 长 排 。 这 种 
协同 性 结合 使 DNA 模板 变 直 ， 并 促进 了 DNA 聚合 反应 过 程 。 小 区 城 的 互补 核 苷 酸 序 列 偶然 配对 形成 
上 面 所 示 裸 露 的 单 键 DNA 中 的 “发 夹 螺旋 ";， 它 们 与 通常 在 RNA 分 子 中 形成 的 短 螺旋 类 似 〈 图 1-6) 


A) (B) 


DNA 单 链 的 
MARR DNA BIE 


结构 域 A 结构 域 B 


单 链 结合 蛋白 (SS 


5-18 人 类 的 与 DNA 结合 的 单 链 结合 蛋白 的 结构 
(A) RPA 蛋白 的 两 个 DNA 结合 结构 域 的 前 视图 ， 该 蛋白 质 覆 盖 总 共 8 个 核 苷 酸 。 注 意 该 蛋白 质 
DNA 复合 物 中 DNA 碱 基 保持 棵 露 。(B) 三 维 结构 图 ， 其 中 DNA 链 (红色 ) 从 未 端 观察 [(B) 摘 自 
A, Bochkarev et al., Natune 385: 176~181, 1997. © Macmillan Magazines Itd] 


个 环 的 一 边 结 合 到 DNA 聚合 酶 的 后 部 ， 且 整个 环 在 聚合 酶 的 移动 时 可 沿 DNA 自由 滑动 。 绕 
DNA 组 装 这 个 夹子 需要 ATP 的 水 解 ， 这 由 特殊 的 蛋白 质 复 合体 ， 夹 子 装载 器 催化 ， 它 将 夹 
子 放置 到 引物 -模板 衔接 点 上 时 就 会 催化 水 解 ATP (图 5-19), 
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图 5-19 将 DNA 聚合 酶 保持 在 DNA 上 的 可 调节 滑动 夹 
CA) 利用 X 射线 晶体 学 得 到 的 来 自 大 肠 杆 菌 夹子 蛋白 质 的 结构 ， 其 中 加 入 一 个 DNA 螺旋 表示 该 蛋白 质 如何 正 好 环绕 
DNA, (B) 真 核 生 物 中 存在 的 类 似 蛋白 质 ， 利 用 大 肠 杆菌 滑动 夹 〈 左 边 ) 与 人 的 PCNA 蛋白 (右边 ) 进行 比较 加 以 说 
明 。(C) 显示 夹子 如 何 装配 起 来 ， 将 移动 着 的 DNA 聚合 酶 分 子 保持 在 DNA 上 的 概括 图 解 。 这 里 显示 的 简化 反应 中 ， 
炎 子 装载 器 组 装 后 就 解 离 到 昌 。 在 真正 的 复制 又 上 ， 夹 子 装载 器 与 后 随 链 聚合 酶 保持 擎 拢 ， 准 备 好 在 每 个 
新 网 崎 片段 开 始 合成 的 位 置 组 装 新 夹子 (P 5-22) [(A) 和 (B) 摘 自 X，-P，Kong et al.,Cell 69, 425~437, 1992, © 
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在 前 导 链 模板 上 ， 移 动 的 DNA 聚合 酶 紧密 地 结合 在 夹子 上 , 且 两 者 的 结 合 能 维持 
相当 一 段 时 间 。 然 而 ， 在 后 随 链 模板 上 ， 每 次 聚合 酶 到 达 前 面 冈 崎 片段 的 5 端 时 ， 就 会 释放 
出 来 ;然后 ， 该 聚合 酶 分 子 再 与 装配 在 下 一 个 冈 崎 片段 的 RNA 引物 上 的 另 一 个 夹子 结合 
(图 5-20). 


复制 又 上 的 蛋白 质 协 同 作用 ， 形 成 一 个 复制 机 器 


[我们 已 经 讨论 了 DNA 复制 ， 看 起 来 DNA 复制 似乎 是 多 种 蛋白 质 独自 发 挥 作 用 完成 
的 ， ， 这 些 蛋 白质 大 部 分 都 形成 一 个 巨大 的 多 酶 复合 体 ， 它 沿 着 DNA 迅速 移动 。 该 
复合 体 就 像 一 个 微型 的 缝 纠 机 ， 各 种 蛋白 质 构成 了 它 的 元 件 ， 而 核 背 三 磷酸 水 解 则 为 其 提供 
了 动力 。 虽 然 研究 复制 复合 体 都 集中 在 大 肠 杆 菌 及 其 他 的 一 些 病毒 内 进行 ， 但 是 下 面 我 们 会 
看 到 ， 生物 中 也 存在 非常 类 似 的 复合 体 。 

上 了 复制 机 器 各 个 亚 单位 的 功能 。 有 两 个 DNA 聚合 酶 分 子 在 复制 丸 位 置 发 挥 
前 导 链 上 ， 另 一 个 位 于 后 随 链 上 。 夹 在 后 随 链 上 的 DNA 聚合 酶 分 子 ， 与 在 
而 沿 兰 链 移动 的 -个 或 多 个 DNA 解 旋 酶 分 子 协同 作用 ， 打 开 DNA 螺旋 ， 协 同性 地 结合 
fe DNA 结合 蛋白 分 子 也 为 螺旋 的 打开 提供 帮助 。 虽 然 位 于 前 导 链 上 的 DNA 聚合 酶 分 子 
* 271 © 
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图 5-20 DNA 聚合 酶 和 夹子 蛋白 质 在 后 随 链 上 的 上 载 和 下 载 循环 
为 了 达到 说 明 的 目的 ， 这 里 显示 了 夹子 装载 器 和 后 随 链 聚 合 酶 的 联合 ;实际 上 ， 夹 子 装载 器 与 
复制 丸 一 起 ， 由 一 个 包括 前 导 链 和 后 随 链 DNA 聚合 酶 的 复合 体 携带 〈 图 5-22) 


能 够 以 连续 的 方式 发 挥 作用 ， 但 是 后 随 链 上 的 聚合 酶 分 子 必须 短暂 间 鞭 以 后 重新 开始 ， 使 用 
+ DNA 引发 酶 分 子 合成 的 一 段 短 RNA 引物 分 子 作为 引物 。 
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5-21 细菌 DNA 复制 又 上 的 蛋白 质 
图 示 了 在 DNA 复制 叉 发 挥 作用 的 主要 类 型 的 蛋白 质 ， 显 示 了 它们 在 DNA 上 大 致 的 位 置 
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所 有 这 些 蛋白 质 组 分 的 紧密 结合 大 大 地 提高 了 复制 的 效率 。 在 原核 生物 中 ， 引 发 酶 直接 
与 DNA 解 旋 酶 相连 ， 在 后 随 链 上 形成 一 个 单位 ， 称 为 引发 体 〈primosome)。 引 发 体 由 DNA 
解 旋 酶 提供 动力 ， 随 复制 又 一 起 移动 ， 边 走边 合成 RNA 引物 。 同 样 在 后 随 链 上 合成 DNA 的 
DNA 聚合 酶 分 子 与 其 蛋白 质 协同 移动 ， 合 成 连 串 的 新 的 冈 崎 片段 。 为 了 能 够 适应 这 些 蛋 白质 
的 这 种 排列 形式 ， 后 随 链 似乎 以 图 5-22 中 所 示 的 方式 回 折 起 来 。 这 种 排列 形式 也 促进 了 每 次 
合成 冈 崎 片段 时 聚合 酶 夹子 的 装载 : 始终 使 严 子 装载 器 和 后 随 链 DNA 聚合 酶 分 子 处 于 适当 


前 导 链 新 合成 链 
、 Ve, WERE EDNAR A 
a 
母 代 DNA 双 螺旋 
DNA 引 发 本 
单 链 DNA 结 合 蛋白 DNA 螺 旋 酶 
后 随 的 链 模板 
€ mS ac 
AG, 
RNA 引 物 Fee ce 
KR B an 
JAMIE EDNA RAE 
CREIRA PI BO 
O 新 合成 前 导 链 


母 代 DNA 


图 5-22 移动 的 复制 叉 
(A) 该 简 图 显示 了 目前 有 关 复 制 又 移动 时 位 于 复制 又 位 置 的 复制 蛋白 质 排序 的 观点 。 图 5-21 中 的 图 稍 作 改动 ， 将 
后 随 链 上 的 DNA 折 愉 起 来 ， 以 引入 后 随 链 DNA 聚合 酶 和 前 导 链 DNA BRAY TE RE A. 
个 完成 的 网 崎 片段 带 到 下 一 个 风 崎 片段 合成 起 始 位 点 附近 与 图 5-21 比较 )。 因 为 后 随 链 DNA 聚合 酶 保持 与 剩余 
复制 蛋白 质 结合 ， 所 以 它 可 以 反复 利用 合成 连续 的 冈 崎 片段 .在 此 图 中 ， 后 随 链 DNA 聚合 酶 即将 要 释放 复制 完成 
的 DNA 片段 ， 并 移动 到 将 在 附近 合成 的 RNA 引物 上 ， 这 是 起 始 下 一 个 DNA 片段 所 必需 的 。 注 意 该 图 中 一 条 子 
DNA 螺旋 伸 向 右 下 方 ， 另 一 条 则 伸 向 左上 方 。 还 有 其 他 的 蛋白 质 帮助 将 复制 叉 不 同 的 蛋白 质 成 分 维系 起 来 ， 使 它 
们 能 够 作为 一 个 精细 协同 的 蛋白 质 装置 发 挥 功能 .实际 的 蛋白 质 复 合体 比 图 示 的 要 更 加 紧密 ， 夹 子 装载 器 由 一 种 
此 处 未 显示 的 相互 作用 维系 起 来 。(B) 显示 当 噬菌体 T4 沿 着 模板 移动 并 合成 其 后 面 的 DNA 时 其 复制 机 器 的 电镜 
照片 。(C) 该 简 图 给 出 显 微 图 片 的 解释 : 特别 要 注意 后 随 链 上 的 DNA A, 显然 ， 在 制备 该 样品 用 于 电镜 观察 
时 ， 复 制 蛋白 质 与 最 前 面 的 复制 又 部 分 分 开 [(B) 经 Jack Griffith 允许 使 用 ] 
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的 位 置 ， 作 为 蛋白 质 装置 的 一 部 分 ， 即 使 它们 已 从 DNA 上 分 离 。 因 此 ， 这 些 参 与 复制 的 蛋 
白质 彼此 连接 起 来 ， 形 成 一 个 单一 的 大 单位 〈 总 分 子 质量 之 10"Da)， 沿 DNA 迅速 移动 , 使 
得 DNA 以 一 种 协同 有 效 的 方式 在 复制 叉 的 两 边 合成 。 

在 后 随 链 上 ，DNA 复制 机 器 后 面 留 下 大 量 未 封口 的 冈 崎 片段 ， 它 们 仍然 含有 自 5 端 引 导 
合成 的 RNA 引物 。 这 个 RNA 被 切除 产生 的 缺口 由 在 复制 又 后 面 发 挥 作用 的 DNA 修复 酶 进 
行 填 补 〈 图 5-13) 。 


一 种 链 指导 的 错 配 修复 系统 清除 了 逃 过 复制 机 器 检查 的 复制 错误 


前 面 提 到 过 ， 像 大 肠 杆菌 这 样 的 细菌 能 够 每 隔 30min 分 裂 一 次 ， 因 而 容易 对 大 量 的 群体 
进行 筛选 ， 找 到 某 一 特殊 生命 过 程 发 生 改 变 的 稀有 突变 的 细胞 。 有 一 类 令 人 感 兴趣 的 突变 体 
在 所 谓 的 增 变 基因 中 含有 突变 ， 增 变 基因 一 旦 失 活 ， 就 会 大 大 增加 自发 突变 的 概率 。 毫 不 奇 
怪 ， 这 种 突变 体 产生 了 存在 缺陷 的 3' ~~5 校对 外 切 核酸 酶 ， 该 外 切 核酸 酶 是 DNA 聚合 酶 活性 
的 一 部 分 〈 图 5-9 和 图 5-10) 。 如 果 外 切 核酸 酶 活性 存在 缺陷，DNA 就 不 能 再 有 效 地 校对 了 ， 
本 来 可 以 清除 的 许多 复制 错误 在 这 种 情况 下 就 会 在 DNA 中 积累 起 来 。 

对 其 他 表现 出 异常 高 的 突变 率 的 大 肠 杆 菌 突变 体 进行 研究 后 发 现 ， 存 在 其 他 的 校对 系统 
清除 被 校对 外 切 核酸 酶 漏 掉 的 聚合 酶 产生 的 复制 错误 。 该 链 指导 的 错 配 修复 (strand-directed 
mismatch repair) 系统 能 发 现 因 非 互补 碱 基 对 之 间 的 错 配 导致 在 DNA 螺旋 中 产生 形变 的 潜在 
可 能 性 。 但 是 ， 如 果 这 种 校对 系统 仅仅 识别 新 复制 的 DNA 中 的 一 个 错 配 ， 并 随机 校正 错 配 
的 2 个 核 华 酸 中 的 1 个 ， 那 么 它 就 会 有 一 半 的 概率 错误 地 将 原来 的 模板 链 进行 
与 错误 的 那 条 配对 ， 因 而 最 终 无 法 从 整体 上 降低 错误 率 。 为 了 能 有 效 地 校对 ， 该 校对 系统 必 
须 能 够 辨别 并 消除 发 生 复制 错误 的 新 合成 链 上 存在 的 错 配 核 苷 酸 。 

大 肠 杆 菌 中 错 配 校对 系统 利用 的 链 识 别 机 制 依赖 于 在 DNA 中 选 定 的 A 残 基 上 进行 甲 基 
化 。GATC 序列 中 所 有 的 A 残 基 都 增加 一 个 甲 基 基 团 ， 但 在 A 整合 到 新 合成 的 DNA 链 后 不 
入 便 不 会 发 生 甲 基 化 了 ， 其 结果 就 是 只 有 紧 跟 在 复制 叉 后 面 的 新 链 中 的 GATC 序列 还 未 被 甲 
基 化 。 对 这 些 未 甲 基 化 的 GATC 的 识别 ， 使 得 修复 机 制 能 瞬间 将 新 链 和 旧 链 区 别 开 。 如 果 它 
们 的 错 配 需要 选择 性 的 加 以 清除 ， 这 正好 满足 要 求 。 这 个 由 三 步 组 成 的 过 程 涉及 错 配 的 识别 ， 
含有 错 配 的 DNA 片段 从 新 合成 的 链 上 切除 ， 以 及 利用 旧 模板 对 切除 片段 的 重新 合成 ， 从 而 
最 终 移 走 错 配 。 该 链 指导 的 错 配 修复 系统 将 DNA 复制 过 程 中 产生 的 错误 数量 又 降低 了 2 个 
数量 级 GR 5-1)。 

类 似 的 错 配 校对 系统 也 在 人 类 细胞 中 发 挥 作 用 。 如 果 一 个 人 继承 了 存在 缺陷 的 错 配 修复 
基因 的 一 个 拷贝 〈 在 另 一 条 染色 体 上 存在 功能 正常 的 基因 )， 那 么 他 就 会 有 明显 的 患 有 某 种 瘤 
症 的 倾向 ， 这 个 事实 表明 了 该 系统 的 重要 性 。 在 一 个 称 为 遗传 性 非 息 肉 结肠 癌 (HNPCC) 的 
结肠 癌 中 ， 剩 余 的 功能 正常 的 基因 自发 突变 ， 产 生 许 多 体 细胞 的 克隆 ; 由 于 这 些 细胞 缺乏 错 
配 校对 机 制 ， 因 而 能 够 异常 迅速 地 累计 突变 。 大 部 分 癌症 都 是 细胞 内 积累 多 种 突变 后 的 结果 
(讨论 见 第 23 章 )， 因 此 缺乏 错 配 校对 的 细胞 的 癌变 的 可 能 性 大 大 增加 。 幸 运 的 是 ， 我 们 大 多 
数 都 继承 了 每 个 编码 错 配 校对 蛋白 的 基因 的 两 个 完好 拷贝 ， 这 样 就 能 够 保护 我 们 ， 因 为 同一 
细胞 中 两 份 拷贝 都 发 生 突变 的 可 能 性 极 小 。 

在 真 核 生物 中 ， 在 发 生 错 配 的 位 点 区 分 新 合成 的 链 与 亲 代 模板 链 的 机 制 并 不 依赖 于 DNA 
的 甲 基 化 。 事 实 上 ， 有 些 真 核 生物 ， 包 括 酵母 和 果 蝇 的 DNA 都 不 甲 基 化 。 新 合成 的 DNA fE 
上 优先 产生 切口 ， 生 物化 学 实验 表明 ， 这 样 的 切口 〈 也 称 为 单 链 断裂 ) 在 真 核 细 胞 内 提供 了 
指导 错 配 校对 系统 到 达 合 适 链 的 信号 (图 5-23) 。 
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图 5-23 真 核 生物 中 链 指导 的 错 配 修复 模型 
《A) 两 种 蛋白 质 在 细菌 和 真 核 细胞 中 都 存在 ，MutS 特异 结合 错 配 的 碱 基 对 ， 而 MutL 扫描 附近 的 DNA 以 寻找 切 
口 ， 一 旦 找到 一 个 切口 ，MutL 引发 切口 链 的 降解 ， 一 直 向 错 配方 向 降解 直到 到 达 错 配 位 置 ， 因 为 在 真 核 生物 中 切 
口 大 都 限于 出 现在 新 复制 的 链 上 ， 所 以 选择 性 地 将 复制 错误 排除 。 在 细菌 中 ， 机 制 相 同 ， 除 了 复合 物 中 另外 一 种 蛋 
白质 《MutH) 将 未 甲 基 化 的 “因而 是 新 合成 的 ) GATC 序列 切 开 ， 从 而 在 此 处 开始 这 里 所 示 的 过 程 。(B) 与 DNA 
错 配 结合 的 MutS 蛋白 的 结构 。 该 蛋白 质 是 二 聚 体 ， 如 图 所 示 ， 它 将 DNA 双 螺 旋 紧 紧 抓 位， 在 错 配 碱 基 对 位 置 使 


DNA 扭 结 。 似 乎 MutS ae 


过 检验 易于 扭 结 的 位 点 来 扫描 DNA 寻找 错 配 ， 这 些 位 点 是 那些 没有 正常 互补 碱 基 对 


的 位 点 CCB) 摘 自 G，Obmolova et al., Nature 407; 703~710, 2000, © Macmilian Magazimes Ltd] 


DNA 拓扑 异 构 酶 防止 复制 期 间 
DNA 乱 成 团 


当 复 制 又 沿 双 链 DNA 移动 时 ， 它 会 造成 
所 谓 的 “缠绕 问题 "。 在 复制 叉 位 置 复制 的 碱 
基 对 中 每 10 个 对 应 于 亲 代 双 螺 旋 直 径 相当 的 
完整 一 图。 因此 ， 为 了 让 复制 叉 向 前 移动 ， 
位 于 复制 又 前 面 的 全 部 染色 体 通常 将 不 得 不 
迅速 旋转 〈 图 5-24)。 对 于 长 长 的 染色 体 来 
讲 ， 这 将 需要 大 量 的 能 量 ， 因 此 ， 细 胞 使 用 
另 一 种 策略 而 代 之 : 由 一 种 称 为 DNA 拓扑 异 
#98 (DNA topoisomerase) 的 蛋白 质 在 DNA 
螺旋 中 形成 旋转 。 

DNA 拓扑 异 构 酶 可 看 成 是 一 种 可 逆 的 核 
酸 酶 ， 能 将 自身 共 价 结合 到 DNA 骨架 的 一 个 
磷酸 上 ， 从 而 打 断 DNA 链 中 的 一 个 磷酸 二 酯 
键 。 该 反应 是 可 逆 的 ， 当 拓扑 异 构 酶 离开 时 
该 磷酸 二 酯 键 重新 形成 。 

一 种 称 为 拓扑 异 构 酶 I 的 拓扑 酶 ， 产 生 
短暂 的 单 链 断 裂 (或 切口 ); 这 种 在 磷酸 二 酯 


DNA 螺 旋 的 迅速 
旋转 是 必须 的 


图 5-24 DNA 复制 过 程 中 出 现 的 “缠绕 难题 ” 
对 于 一 个 以 每 秒 500 个 核 苷 酸 的 速度 移动 的 细 戎 复制 
叉 而 言 ， 复 制 叉 前 面 的 亲 代 DNA 螺旋 必须 以 50 RAY 

速度 旋转 
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骨架 中 的 断裂 ， 使 得 切口 边 DNA 螺旋 的 两 部 分 都 能 利用 与 切口 相对 的 链 中 的 磷酸 二 酯 键 作 
为 旋转 轴 ， 彼 此 相对 做 自由 旋转 (图 5-25). DNA 螺旋 中 产生 的 任何 张力 都 将 驱动 这 种 旋转 
向 释放 这 种 张力 的 方向 进行 。 因 此 ， 在 只 有 一 小 段 螺 旋 旋转 的 情况 下 DNA 复制 只 发 生 在 复 
制 叉 前 面 的 那 部 分 。DNA 转录 (讨论 见 第 6 章 ) 时 出 现 的 类 似 缠绕 问题 也 可 以 相同 的 方式 得 
以 解决 。 因 为 连接 DNA 拓扑 异 构 酶 和 DNA 磷酸 之 间 的 共 价 键 保留 了 断裂 的 磷酸 二 酯 键 的 能 
E, 重新 连接 是 迅速 的 ， 且 并 不 需要 另外 的 能 量 输入 。 从 这 个 角度 看 ， 再 连接 的 机 制 与 前 面 
讨论 的 DNA 连接 酶 催化 的 连接 反应 是 不 同 的 (图 5-14)。 

另 一 种 拓扑 异 构 酶 ， 拓 扑 异 构 酶 由 ， 同 时 与 DNA 螺旋 的 两 条 链 共 价 连接 起 来 ， 在 螺 
旋 中 形成 短暂 的 双 链 断裂 。 这 些 酶 由 染色 体 上 两 条 双 螺 旋 彼 此 发 生 交叉 的 位 点 激活 。 一 旦 
拓扑 异 构 酶 下 分 子 结合 到 这 种 交叉 位 点 ， 该 蛋白 质 就 利用 ATP 水 解释 放 的 能 量 有 效 地 进行 
下 面 的 一 系列 反应 : 它 将 其 中 一 条 双 螺 旋 DNA 可 道 地 打 断 ， 形 成 一 个 DNA “A”; 
加 它 使 附近 的 另 一 条 双 螺 旋 DNA 通过 这 个 断口 @ 然 后 它 重新 封闭 这 个 断口 ， 并 从 DNA 
上 解 离 (图 5-26)。 通 过 这 种 方式 ， 上 | 型 DNA 拓扑 异 构 酶 能 有 效 地 将 互相 连锁 的 DNA 环 
分 开 ( 图 5-27) 。 

同样 的 反应 也 防止 产生 严重 的 DNA 缠绕 成 团 问题 ， 否 则 在 DNA 复制 过 程 中 就 会 出 现 这 
种 难题 。 这 种 作用 可 以 用 酵母 的 某 些 突变 细胞 来 很 好 地 解释 ， 这 些 酵 母 的 突变 细胞 能 产生 一 
种 在 37'C 失 活 的 拓扑 异 构 酶 了 ， 而 不 是 正常 的 拓扑 异 构 酶 。 当 突变 细胞 加 热 到 这 个 温度 时 ， 
它们 的 子 代 染色 体 完 成 复制 后 相互 缠绕 在 一 起 ， 不 能 分 开 。 对 于 任何 想 要 费力 地 解 开 钓鱼 线 
上 的 结 ， 而 又 不 使 用 剪刀 的 人 来 说 ， 很 容易 体会 到 拓扑 异 构 酶 对 于 解 开 染 色 体 缠绕 的 巨大 
用 处 。 


真 核 生物 和 细菌 的 DNA 复制 过 程 相 似 


我 们 对 DNA 复制 的 了 解 大 多 数 最 初 都 来 自 于 体外 能 进行 DNA 复制 的 细菌 和 噬菌体 纯化 
的 多 酶 系统 的 研究 。19 世纪 70 年 代 ， 由 于 对 多 种 复制 基因 突变 体 的 优先 分 离 ， 大 大 促进 了 
这 些 系统 的 发 展 ; 这些 突变 体 被 用 于 鉴定 和 纯化 相应 的 复制 蛋白 质 。19 世纪 80 年 代 中 期 ， 
有 人 描述 了 第 一 个 在 体外 精确 复制 DNA 的 哺乳 动物 复制 系统 。 到 目前 ， 在 酿酒 酵母 中 已 分 
离 了 几乎 所 有 复制 组 分 的 编码 基因 的 突变 体 。 因 此 ， 已 经 知道 大 量 的 真 核 生 物 DNA 复制 的 
详细 知识 ， 而 且 很 明显 ，DNA 复制 的 基本 特征 〈 包 括 复制 叉 几 何 结构 以 及 利用 多 蛋白 质 复制 
机 器 ) 在 将 细菌 和 真 核 生物 分 开 的 长 期 进化 过 程 中 ， 一 直 是 保守 的 。 

真 核 生物 复制 机 器 中 的 蛋白 质 组 分 比 原核 生物 的 要 多 ， 尽 管 它们 的 基本 功能 一 样 。 因 此 ， 
例如 ， 真 核 生 物 的 单 链 结合 蛋白 (SSB) 由 3 个 亚 基 组 成 ， 而 细菌 中 只 有 1 个 亚 基 。 同 样 ， 
DNA 引发 酶 也 整合 到 一 个 多 亚 基 酶 中 ， 称 其 为 DNA RAN a RAN a 以 RNA 为 引物 在 后 
随 链 上 起 始 每 一 个 冈 崎 片段 的 合成 ， 然 后 ， 在 将 引物 3 端 传递 给 另 一 种 酶 DNA RAN 8 之 
前 ,将 RNA 引物 延伸 ， 合 成 一 小 段 DNA， 然 后 DNA 聚合 酶 5 在 夹子 蛋白 的 帮助 下 ,合成 
冈 崎 片段 的 剩余 部 分 〈 图 5-28) 。 

在 下 一 部 分 中 我 们 会 看 到 ， 真 核 生物 复制 机 器 面临 额外 的 难题 ， 因 为 它 必须 通过 核 小 体 
进行 复制 ， 核 小 体 是 第 4 章 讨 论 的 染色 体重 复 的 结构 单位 。 沿 DNA 上 每 隔 200 个 核 背 酸 对 存 
在 1 个 核 小 体 ， 这 也 许可 以 理解 为 什么 真 核 生物 中 ， 后 随 链 上 ， 每 隔 100~200 FRE A 
成 新 的 冈 崎 片段 ， 而 不 是 像 细 菌 中 那样 隔 1000 一 2000 个 核 苷 酸 对 合成 一 条 。 核 小 体 也 可 能 作 
为 一 种 障碍 物 起 作用 ， 使 DNA 聚合 酶 分 子 的 移动 减速 。 这 可 能 是 为 什么 真 核 生 物 复 制 又 的 
移动 速度 仅 为 细菌 复制 叉 的 1/10 的 原因 。 
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由 于 另 一 条 链 的 原因 
DNA 的 一 端 不 能 旋转 双 链 


在 活性 位 点 含有 酷 氨 酸 
的 I 型 DNA 拓 扑 异 构 酶 


DNA 拓 扑 异 构 酶 共 价 结合 到 DNA 的 磷 
酸 基 团 上 , 因此 破坏 了 一 条 DNA 链 上 的 
磷酸 二 酮 键 的 连接 


DNA 双 螺旋 的 两 端 
cH, 可 相对 对 方 旋转 


CH ‘ie 9 — FET 
‘ 磷酸 酷 氨 酸 连接 中 , 使 得 反应 可 逆 


磷酸 二 柄 键 的 自发 重 构 重 新 生成 
了 DNA 螺 旋 和 DNA 拓 扑 异 构 酶 


5-25 一 种 真 核 DNA 拓扑 异 构 酶 I 催化 的 可 逆 切 割 反应 
如 图 所 示 ， 这 些 酶 瞬间 与 DNA 形成 一 个 共 价 键 ; 这 使 得 DNA 能 绕 连 接 有 蓝 色 磷酸 的 共 价 骨架 链 自 由 旋转 
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螺旋 2 缺口 封 


ATP 酶 结构 域 中 的 ATP 结 合 螺旋 1 从 螺旋 2 缺口 通过 | 闭 , 螺旋 1 释放 


HEA, 曙 度 2 的 双 链 被 破坏 NA 


图 5-26 ”拓扑 异 构 酶 工作 用 的 模型 
如 图 所 示 ，ATP 与 两 个 ATP 酶 结构 域 的 结合 导致 它们 二 聚 化 ， 并 驱动 所 示 的 反应 。 因 为 存在 不 可 水 解 的 ATP 类 似 物 
时 这 个 反应 可 以 进行 一 个 循环 ， 所 以 认为 ATP 水 解 只 需 用 来 使 酶 复位 ， 以 便 催化 每 一 轮 新 反应 。 这 个 模型 基于 对 该 酶 
的 结构 和 机 制 研究 〈 改 编 后 摘自 J M. Berger, Curr, Opin. Struct. Biol. 8; 26~32, 1998) 


两 条 环 状 DNA 双 HIHIRIT IES 
TME 许 第 二 条 DNA 通 过 
区 拓扑 异 构 酶 由 
型 拓 扑 异 构 栈 与 两 条 É j ENEAN 
IL AU SEIS DNA 全 
链 共 价 结合 , 打 断 了 桥 色 的 双 — 可 逆 恢 复 了 
a Mik, 并 形成 一 个 蛋白 门 e 一 条 完整 的 
和 ) 双 螺 放 
| ”两 条 环 状 DNA 
双 螺 旋 分 开 


图 5-27 DNA 拓扑 异 构 酶 了 催化 的 DNA 螺旋 通过 的 反应 
细胞 内 利用 相同 的 反应 解 开 DNA。 与 拓扑 异 构 酶 不同， 拓扑 异 构 酶 使 用 ATP 水 解 作 用 ， 有 些 细菌 中 的 拓扑 
异 构 酶 U 能 够 向 DNA 中 引入 超 螺旋 。 拓 扑 异 构 酶 下 大 都 局 限于 在 真 核 生物 增殖 的 细胞 中 发 挥 作用 ; 作为 部 分 原 
因 ， 它们 一 直 是 抗 痛 药物 常用 彼 位 点 
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新 合成 链 DNA AE 


DNA SR MERE 
DNA 素 合 酶 /引发 酶 


单 链 DNA 结 合 强 白 


图 5-28 ”哺乳 动物 的 复制 又 
绘制 此 复制 又 的 目的 是 为 了 强调 与 图 5-21 中 描绘 的 细菌 复制 叉 的 相似 性 尽管 两 个 复制 又 利用 相同 的 
基本 组 分 ， 但 哺乳 动物 复制 叉 至 少 在 两 个 重要 的 方面 存在 差异 。 第 一 ， 它 在 后 随 链 上 利用 两 种 不 同 的 
ee 酶 。 第 二 ， 哺 乳 动物 DNA 引发 酶 是 其 中 一 个 后 随 链 DNA RA DNA 聚合 酶 a 的 亚 基 
， 而 细菌 的 引发 酶 与 引发 体 中 的 一 个 DNA 解 旋 酶 结合 。 聚 合 酶 。(〈 及 与 其 结合 的 引发 酶 ) 开始 时 
人 然后 从 它 延伸 DNA， 接 着 把 DNA 链 交 给 的 第 二 个 聚合 酶 〈8)， 由 它 进行 延伸 。 还 不 清 想 
为 什么 真 核 生物 DNA 复制 在 后 随 链 上 需要 两 种 不 同 的 聚合 酶 。 哺 乳 动物 的 主要 的 DNA 解 旋 酶 似乎 
以 6 种 不 同 的 Mem 蛋白 形成 的 环 为 基础 ;该 环 可 以 油 前 导 链 移动 ， 而 不 是 沿 这 里 所 示 的 后 随 链 模 板 
移动 


小 结 


DNA 复制 在 称 为 复制 又 的 立 形 结构 处 进行 。 一 种 能 自我 校正 的 DNA 聚合 酶 催化 核 蔡 酸 
由 5'>3' 方 向 聚合 ， 以 高 度 的 忠实 性 对 一 条 DNA 模板 链 进 行 拷贝 。 由 于 DNA 双 螺 旋 的 两 条 
链 是 反 向 平行 的 ， 这 种 5' 一 3' 方 向 的 合成 只 能 在 复制 又 处 的 一 条 链 (前 导 链 ) 上 持续 进行 。 
在 后 随 链 上 ， 短 的 DNA 片段 必须 通过 “ 倒 颖 ”过 程 合成 。 因 为 自我 校正 DNA 聚合 酶 不 能 起 
始 新 链 的 合成 ， 所 以 这 些 后 随 链 的 DNA 片段 由 短 RNA 引物 分 子 引 发 ， 随 后 再 切除 这 些 
RNA 分 子 并 用 DNA 替换 。 

DNA 复制 需要 许多 蛋白 质 的 协同 作用 。 这 些 蛋 白质 包括 : 中 用 于 众 化 核 蔡 三 磷酸 聚合 的 
DNA 聚合 酶 和 DNA 引发 酶 ;，@@ 用 于 帮助 打开 DNA 螺旋 ， 以 便 能 够 对 其 进行 描 贝 的 DNA 解 
旋 酶 和 单 链 DNA 结合 (SSB) HO; 图 用 于 连接 不 连续 合成 的 后 随 链 DNA 片段 的 DNA 连 
接 酶 和 一 种 降解 RNA 引物 的 酶 ; 图 帮助 释放 螺旋 缠绕 和 DNA 缠绕 成 团 问 题 的 DNA 拓扑 异 
构 酶 。 这 些 蛋 白质 中 有 许多 在 复制 又 位 置 彼此 结合 起 来 ， 形 成 一 种 高 效 的 “复制 机 器 "， 通 过 
该 装置 ， 对 单个 组 分 的 活性 和 空间 运动 进行 协调 。 
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染色 体 上 DNA 复制 的 起 始 与 完成 


我 们 已 经 看 到 一 系列 的 复制 蛋白 质 如 何 快速 并 精确 地 在 移动 着 的 复制 又 后 面 合成 出 两 条 
子 代 DNA 双 螺 旋 。 但 是 ， 首 先 这 个 复制 机 器 是 怎样 组 装 起 来 的 呢 ? 复制 叉 又 是 如 何在 双 链 
DNA 分 子 上 形成 的 呢 ? 在 这 一 部 分 ， 我 们 讨论 DNA 复制 是 如 何 起 始 的 ， 以 及 细胞 又 是 如 何 
仔细 调节 这 个 过 程 的 ， 以 确保 起 始 发 生 在 染色 体 适 当 的 位 置 和 细胞 生命 适当 的 时 期 。 我 们 还 
讨论 真 核 生物 细胞 中 复制 机 器 必须 克服 的 特殊 难题 。 这 些 难题 包括 需要 复制 真 核 染色 体 中 巨 
大 的 DNA 长 分 子 ， 以 及 对 核 小 体内 与 组 蛋白 紧密 地 形成 复杂 结构 的 DNA 分 子 进行 拷贝 。 


DNA 复制 起 始 于 复制 起 点 


前 面 讨论 过 ，DNA 双 螺 旋 通 常 很 稳定 : 两 条 DNA 链 通过 在 各 自 所 含 碱 基 之 间 形 成 大 量 
的 氧 键 ， 牢 牢 地 闭锁 在 一 起 。 为 了 能 作为 模板 使 用 ， 必 须 首先 打开 双 螺旋 ， 将 两 条 链 分 开 ， 
暴露 出 未 配对 的 碱 基 。 我 们 将 会 看 到 ，DNA 复制 过 程 开 始 于 特殊 的 起 始 蛋白 结合 到 双 链 
DNA 上 并 将 两 条 链 摄 开 ， 打 开 碱 基 间 的 氢 键 。 

DNA 双 螺 旋 上 首先 被 打开 的 位 置 称 为 复制 起 点 (replication origin) (图 5-29)。 在 简单 
细胞 ， 如 细菌 或 酵母 的 细胞 中 ， 复 制 起 点 包括 长 达 几 百 个 核 苷 酸 对 的 DNA 序列 。 这 段 DNA 
含有 吸引 起 始 蛋白 的 短 序列 以 及 特别 容易 打开 的 连续 DNA 片段 。 我 们 从 图 4-4 中 看 到 ，A-T 
碱 基 对 比 G-C 碱 基 对 之 间 的 氢 键 数目 少 。 因 此 ， 富 含 A-T 碱 基 对 的 DNA 分 开 相 对 容易 ， 且 
富 含 A-T 碱 基 对 的 DNA 区 域 经 常 位 于 复制 起 始 位 置 。 

尽管 图 5-29 描绘 的 复制 丸 起 始 的 基本 过 程 对 于 细菌 和 真 核 生物 来 说 是 相同 的 ， 但 是 在 这 
两 种 生物 体 中 ， 这 个 过 程 完 成 和 调控 的 详细 方式 却 不 相同 。 我 们 首先 看 看 简单 一 些 且 了 解 更 
清楚 的 细菌 中 复制 起 始 的 过 程 ， 然 后 再 讨论 酵母 、 哺 乳 动物 和 其 他 真 核 生物 中 更 复杂 的 情况 。 


细菌 染 色 体 只 有 一 个 DNA 复制 起 点 


大 肠 杆菌 的 基因 组 位 于 一 个 含 4.6X105 个 核 华 酸 对 的 环 状 DNA 分 子 中 。DNA 的 复制 起 
始 于 单一 的 一 个 复制 起 点 ， 在 这 里 形成 两 个 复制 又 ， 以 相反 的 方向 前 进 〈500 一 1000 ETE 
酸 /s)， 直 到 它们 在 染色 体 中 间 位 置 附近 相遇 E 5-30)。 大 肠 杆菌 能 控制 DNA 复制 的 唯一 
位 点 是 起 始 : 一 旦 在 起 点 形成 复制 叉 ， 它 们 会 以 相对 稳定 的 速度 移动 ， 直 到 复制 完成 。 因 此 ， 
PEASE PE DNA 复制 的 起 始 是 一 个 高 度 受 调控 的 过 程 。 起 始 开 始 于 起 始 蛋白 以 多 个 拷贝 结合 
到 复制 起 点 中 的 特定 位 点 ,将 DNA 缠绕 在 蛋白 质 周围 形成 一 个 巨大 的 蛋白 质 -DNA 复合 物 。 
然后 该 复合 物 结合 上 一 个 DNA 解 旋 酶 ， 将 其 放置 在 邻近 的 DNA 单 链 上 ，DNA 单 链 上 的 碱 
基因 起 始 绰 白 -DNA 复合 物 的 组 装 而 暴露 出 来 。DNA 引发 酶 结合 到 解 旋 酶 上 ， 形 成 引发 体 ， 
然后 它 从 起 点 向 前 移动 ， 合 成 出 一 条 RNA 引物 ， 起 始 第 一 条 DNA 链 的 延伸 (图 5-31)。 这 
个 过 程 迅 速 导 致 剩余 蛋白 质 组 装 起 来 ， 与 自 起 点 反方 向 移动 的 蛋白 质 复合 物 一 起 ， 形 成 两 个 
复制 又 。 这 些 蛋白 质 机 器 持续 合成 DNA， 直 到 每 个 复制 又 下 游 的 每 个 DNA 模板 都 得 到 
复制 。 

在 大 肠 杆菌 中 ， 起 始 蛋白 与 复制 起 点 的 相互 作用 受到 仔细 的 调控 ， 使 得 起 始 只 在 细菌 有 
足够 营养 物质 完成 整 轮 复制 的 时 候 才 会 发 生 。 不 仅 起 始 蛋白 的 活性 受到 调控 ， 而 且 刚刚 使 用 
过 的 复制 起 点 遇 上 “不 应 期 "， 该 不 应 期 是 由 于 新 合成 的 A 核 苷 酸 的 甲 基 化 延迟 引起 的 。 复 
制 的 再 次 起 始 受 到 了 阻碍 ， 直 到 这 些 As 都 被 甲 基 化 为 止 〔 图 5-32)。 
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图 5-29 复制 叉 的 起 始 所 形成 的 复制 泡 
该 图 概括 了 在 复制 起 点 参与 复制 又 的 起 始 的 主要 
步 又 。 在 最 后 一 步 形成 的 结构 ， 称 作 复制 泡 ， 其 
中 亲本 DNA 两 条 链 都 彼此 分 离 并 作为 DNA 合 | 

的 模板 


真 核 生物 的 染色 体 含有 多 个 复制 起 点 


-i = 
2 个 子 螺旋 DNA 分 子 


图 5-30 细菌 基因 组 的 DNA 复制 
大 肠 杆菌 复制 其 4. 6X 10* 核 音 酸 对 的 基因 组 
需要 40min。 为 了 简便 起 见 ， 在 后 随 链 上 未 显 
示 网 崎 片段 。 当 这 两 个 复制 又 彼此 靠近 并 在 
- 轮 复制 的 末端 相 过 时 发 生 了 什么 还 不 十 分 
清楚 ， 虽 然 知道 作为 该 过 程 的 一 部 分 ， 引 发 
体 发 生 解 离 


我 们 已 看 到 细菌 中 两 个 复制 叉 如 何 从 一 个 复制 起 点 开始 ， 以 相反 的 方向 前 进 ， 离 开 起 点 
直到 仅 有 的 一 条 环 状 染 色 体 中 的 DNA 全 部 复制 。 细 菌 基 因 组 小 到 足以 让 这 两 种 复制 叉 在 
40min 内 就 能 对 基因 组 进行 拷贝 。 因 为 大 多 数 真 核 生 物 的 染色 体 要 大 得 多 ， 所 以 需要 一 种 不 


同 的 策略 ， 以 便 适 时 地 进行 复制 。 


19 世纪 60 年 代 建立 了 一 种 方法 ， 用 于 确定 染色 体 复 制 的 一 般 模式 。 用 ? H- 胸 腺 喀 啶 对 培 
养 基 中 生长 的 人 类 细胞 进行 短 时 间 标 记 ， 这 样 在 这 段 时 间 内 合成 的 DNA 就 会 具有 很 高 的 放 
射 性 。 然 后 温和 地 裂解 细胞 ， 将 DNA 划 在 感光 乳剂 包 被 的 载 玻 片 表面 。 通 过 一 种 称 为 放射 
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螺旋 酶 解 螺旋 , 并 结合 
引发 酶 形成 引发 体 
t 
DNA 引 发 本 RNA 引 物 合成 使 得 DNA 聚 合 


酶 开始 第 一 条 DNA 链 的 合成 


又 有 三 条 DNA 链 开始 
DNA 取 合 酶 开始 复制 RNASIRN | 合成 形成 复制 又 构 多 
叉 1 上 前 导 链 的 合成 


两 个 复制 义 沿 
相反 方向 移动 


图 5-31 细菌 中 起 始 DNA 复制 的 蛋白 质 
图 中 所 示 的 机 制 是 通过 体外 研究 高 度 纯化 的 蛋白 质 混 合 物 之 后 建立 起 来 的 。 对 于 大 肠 杆菌 的 DNA 复制 而 言 ， 主 要 的 起 
始 蛋白 质 是 dnaA 蛋白 ;引发 体 由 dnaB (DNA KEND H danG (DNA 引发 酶 ) 蛋白 组 成 。 在 溶液 中 ， 解 旋 酶 受 一 种 
抑制 蛋白 质 〈dnaC 蛋白 ) 东 缚 ， 该 蛋白 质 由 起 始 蛋 白质 激活 ， 以 使 将 解 旋 酶 装载 到 复制 起 点 DNA 上 ， 然 后 释放 。 这 
个 抑制 蛋白 质 防止 解 旋 酶 错误 地 进入 细菌 基 因 组 上 的 其 他 单 链 DNA 片段 ， 随 后 的 步骤 导致 另外 的 三 条 DNA 链 的 起 始 
(图 5-29)， 其 路 途 的 细节 尚未 详细 描述 


完全 甲 基 化 位 点 半 甲 基 化 位 点 抵制 起 始 
/2 lw、 


A 


复制 在 有 足够 可 以 完 起 点 完全 甲 革 化 再 一 
成 一 轮 DNA 复 制 的 村 BKAT SAC Ht 
料 的 情况 下 起 给 


i] 


图 5-32 大 肠 杆菌 复制 起 点 的 甲 基 化 产生 DNA 起 始 的 不 应 期 
DNA 甲 基 化 发 生 在 GATC 序列 上 ， 它 们 全 都 位 于 复制 起 点 跨越 大 约 200 个 核 苷 酸 对 )。 复 制 起 始 后 约 
10min， 由 DNA 甲 基 化 酶 将 半 甲 基 化 的 起 点 完全 甲 基 化 。 前 面 讨论 过 ， 大 肠 杆 菌 错 配 校对 系统 也 利用 GATC 
序列 复制 后 申 基 化 的 延迟 来 区 别 新 合成 的 DNA 链 和 亲本 DNA 链 ; 在 这 种 情况 下 ， 有 关 的 GATC 分 散在 整个 
基因 组 不 同位 置 。 只 有 一 种 酶 ，dam 甲 基 化 酶 ， 负 责 大 肠 杆 菌 GATC 序列 的 甲 基 化 


* 282 + 


自 显影 的 技术 ， 感 光 乳 剂 的 冲洗 显示 标记 的 DNA 的 模式 。 对 放射 标记 分 配 的 时 间 加 以 选择 ， 
以 便 每 个 复制 叉 沿 DNA 移动 几 个 微米 ， 这 样 复制 得 到 的 DNA 在 光学 显微镜 下 呈现 出 线 状 排 
列 的 银 颗 粒 ， 即 使 DNA 分 子 本 身 太 细小 ， 不 能 观察 到 。 使 用 这 种 方法 能 够 确定 复制 又 移动 
的 速率 以 及 方向 〈 图 5-33)。 根 据 复制 的 DNA 足迹 长 度 随 标记 时 间 增加 而 增加 的 速率 ， 可 以 
估计 出 复制 叉 以 每 秒 50 个 核 苷 酸 的 速率 移动 。 这 个 速度 大 约 是 细菌 复制 又 移动 速度 的 1/10, 
这 可 能 反映 出 紧密 包装 在 染色 体 中 的 DNA 复制 起 来 更 加 困难 。 


一 一 一 一 
Bene pans DNA 
复制 起 点 y 
O 
(A) Le 一 _— mane = me 


加 入 未 标记 的 介质 10 分 钟 , MES 
有 "H- 胸 腺 哮 啶 的 新 生 链 的 比例 


(B) 


复制 泡 


图 5-33 证 明 真 核 生 物 染色 体 上 复制 叉 的 形成 和 移动 的 实验 
培养 的 人 细胞 中 新 合成 的 DNA 用 高 放射 性 的 胸腺 哮 啶 〈3H- 胸 腺 喀 啶 ) 脉冲 短 时 间 标记 。(A) 在 该 斌 
验 中 ， 将 细胞 虱 解 ， 并 在 载 玻 片 上 将 DNA 展开 ， 接 着 用 感光 乳剂 材 盖 载 玻 片 。 儿 个 月 以 后 ， 将 感光 
乳剂 冲洗 出 来 ， 在 放射 性 DNA 上 显示 出 一 条 银 颗粒 。 此 图 中 显示 褐色 DNA 只 是 为 了 帮助 解释 放射 自 
显影 ;在 这 样 的 实验 中 ， 未 标记 的 DNA 是 看 不 见 的 。(B) 该 实验 除 进一步 在 未 标记 培养 基 中 温 育 ， 
使 其 他 放射 性 水 平 较 低 的 DNA 能 够 复制 外 ， 其 他 方面 都 一 样 。 发 现 〈B) 中 的 这 对 黑色 印迹 具有 反方 
向 的 逐渐 消失 的 银 颗粒 ， 表 明 复 制 丸 从 形成 复制 泡 的 中 间 复 制 起 点 双向 进行 移动 (图 5-29)。 只 有 当 复 
制 叉 遇 到 以 反 向 移动 的 复制 又 或 者 当 它 到 达 染 色 体 未 端 时 ， 才 认为 它 会 停 下 来 ; 通过 这 种 方式 ， 所 有 
DNA 最 终 都 得 到 复制 


一 条 平均 大 小 的 人 类 染色 体 含有 一 条 长 约 1. 5X 10* 核 背 酸 对 的 线性 DNA 分 子 。 如 果 只 
有 一 个 复制 叉 以 50 个 核 苷 酸 /s 的 速度 移动 ， 从 头 到 尾 复制 这 样 一 条 DNA 分 子 ， 将 需要 0. 02 
*150X10°=3.0X10°s (大 约 800h)。 因 此 ， 正 如 所 期 望 的 那样 ， 放 射 自 显影 实验 正好 揭示 
出 每 条 真 核 当 色 体 上 有 许多 复制 又 在 同时 移动 。 此 外 ， 发 现 许多 复制 又 在 同一 DNA 区 域 彼 
此 靠拢 ， 而 同一 DNA 其 他 区 域 却 不 存在 复制 丸 。 

进一步 进行 这 类 实验 后 发 现 ， 复制 起 点 倾向 于 以 20~80 个 起 点 成 簇 激活 ， 这 些 成 秘 的 
复制 起 点 称 为 复制 单位 。@ 新 的 复制 单位 在 细胞 周期 中 似乎 以 不 同 的 次 数 被 激活 ， 直 到 所 有 
的 DNA 都 得 到 复制 ， 这 是 我 们 下 面 将 要 谈 到 的 问题 。@ 在 一 个 复制 单位 内 ， 单 个 复制 起 点 
彼此 间隔 30 000 一 300 000 MRAM. OSM PH, 复制 叉 成 对 产生 ， 并 在 它们 同一 起 
点 反 向 离开 时 形成 一 个 复制 泡 ， 只 有 当 它 们 迎头 磁 到 反 向 而 行 的 复制 叉 时 ， 才 会 停 下 来 (或 
者 当 它们 到 达 染 色 体 未 端 ) 。 通 过 这 种 方式 ， 许 多 复制 叉 在 每 条 染色 体 上 能 够 独自 进行 复制 ， 
但 仍然 合成 两 条 完整 的 子 代 DNA 双 螺 旋 。 
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在 真 核 生物 中 DNA 复制 只 在 细胞 周期 的 一 段 时 间 内 进行 


细菌 在 快速 生长 时 ， 连 续 复制 它们 的 DNA， 在 上 一 轮 DNA 复制 还 未 完成 时 ， 就 能 起 始 
新 的 一 轮 复制 。 相 比 之 下 ， 真 核 生 物 细胞 DNA 的 复制 只 在 细胞 分 裂 周 期 的 特定 时 期 进行 ， 
称 为 DNA 合成 期 或 $S 期 (S phase) (图 5-34)。 在 哺乳 细胞 中 ，S 期 通常 持续 大 约 8h; 在 更 
简单 一 些 的 真 核 细 胞 如 酵母 中 ，S 期 可 以 短 至 40min。 到 S 期 结束 时 ， 每 条 染色 体 都 已 复制 
完毕 ， 产 生 两 条 完整 的 找 贝 ， 它 们 在 中 心 粒 位 置 连接 在 一 起 ， 直 到 不 久 后 进入 M 期 C(M 指 有 
丝 分 询 ) 。 在 第 17 章 中 ， 我 们 讨论 控制 细胞 周期 运行 的 系统 ， 并 解释 为 什么 每 次 进入 细胞 周 
期 时 ， 都 要 求 已 经 成 功 地 完成 了 上 一 期 。 


@ 


G, 


图 5-34 标准 的 真 核 生物 细胞 周期 的 4 个 连续 阶段 
TE Gy SA Go 期 ， 细 胞 持续 进行 生长 。 在 M 期 ， 生 长 停止 ， 细 胞 核 分 裂 ， 细 胞 分 裂 成 两 个 子 
细胞 。DNA 复制 只 限于 在 期 间 的 某 段 时 间 内 进行 ， 称 为 S 期 ，G 期 是 M 期 和 S 期 之 间 的 间隙 ; 
Gz 期 是 S 期 与 M 期 之 问 的 间隙 


在 下 面 的 内 容 中 ， 我 们 探讨 在 细胞 周期 的 S 期 中 染色 体 的 复制 是 如 何 协调 进行 的 。 
同一 染色 体 上 的 不 同 区 域 在 S 期 的 不 同时 间 进 行 复 制 


在 哺乳 动物 细胞 内 ， 如 果 考 虑 复制 叉 的 移动 速度 ， 以 及 复制 单位 中 起 点 之 间 的 最 大 距 
离 ， 那 么 位 于 相 邻 复制 起 点 间 的 区 域 中 的 DNA 完成 复制 一 般 只 需要 大 约 1h。 然 而 ， 哺 乳 
动物 细胞 S 期 通常 持续 8h。 这 意味 着 复制 起 点 并 不 是 同时 激活 ， 并 且 每 个 复制 单位 中 的 
DNA 〈 上 面 我 们 注释 过 ， 它 含有 20 一 80 个 成 串 的 复制 起 点 ) 只 在 整个 S 期 的 一 小 段 时 间 
内 进行 复制 。 

是 不 同 的 复制 单位 随机 激活 ， 还 是 基因 组 的 不 同 区 域 按 制定 的 秩序 复制 呢 ? 弄 清 这 个 问 
题 的 一 个 方法 就 是 利用 胸腺 喀 啶 类 似 物 溴 代 脱 氧 尿 喀 啶 核 苷 (BrdU), 在 S 期 的 不 同时 间 加 
人 BrdU, 标记 经 同步 化 的 细胞 群 中 新 合成 的 DNA。 之 后 ,在 M 期 ， 有 丝 分 裂 染 色 体 DNA 
中 那些 整合 了 BrdU 的 区 域 就 能 通过 它们 改变 的 染色 特性 或 者 抗 BrdU 的 抗体 加 以 识别 。 结 
果 表 明 ， 每 条 染色 体 的 不 同 区 域 在 S 期 以 可 重复 的 秩序 进行 复制 (图 5-35)。 此 外 ， 正 如 从 
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DNA 放射 自 显影 图 片 中 看 到 的 成 串 的 复制 叉 所 推测 到 
的 那样 (图 5-33)， 在 一 大 段 染色 体 区 域内 复制 的 时 间 
安排 得 以 协调 。 
高 度 压 缩 的 染色 质 复制 较 晚 ， 而 压缩 程度 
较 小 的 染色 质 中 的 基因 倾向 于 较 早 复制 
看 起 来 复制 起 点 激活 的 顺序 似乎 部 分 依赖 于 复制 
起 点 所 在 的 染色 质 结 构 。 在 第 4 章 中 我 们 看 到 异 染色 
质 是 染色 质 的 一 种 特别 压缩 的 状态 ， 而 活跃 转录 的 染 
色 质 具有 压缩 程度 较 小 的 构 型 ，RNA 合成 明显 这 
种 构 型 。 异 染色 质 倾向 于 在 S 期 的 晚期 才 复 制 ， 这 意 
味 着 复制 的 时 间 安 排 与 染色 质 中 DNA 的 包装 有 关 。 对 
雌性 哺乳 动物 细胞 的 两 条 X 染色 体 的 检验 i 
推理 。 虽 然 这 两 条 X 染色 体 含有 基本 相同 的 
列 ， 但 是 一 条 进行 活跃 的 DNA 转录 ， 而 另 一 条 则 不 进 这 些 光学 显 微 照 片 显 示 了 染 过 色 的 有 丝 分 效 
KAY DNA 转录 。 几 乎 所 有 的 失 活 K 染色 体 都 压 染色 体 ， 其 中 在 F 同 确定 的 间隔 
蜡染 色 质 ， 并 在 S 期 的 晚期 进行 DNA 复制 。 而 另 期 内 分 别 对 复制 的 DNA 进行 标记 。 在 这 些 实 
k ik p F is 小 5 me 验 中 ， 细 胞 首先 在 存在 BrdU 〈 一 种 胸腺 栈 啶 
都 进 和 ae TERETERE ape Sara 类 似 物 ) a AS FF IR EE IS, LA 
ARIEN T 22 tH o 


地 标记 DNA， 然 后 分 别 在 早 、 由 、 晚 S 期 不 
这 些 发 现 意味 着 基因 组 中 染色 质 压 缩 程 度 较 小 ， 存 在 BrdU 时 用 网 腺 圈 喧 短 时 脉冲 细胞 ， 央 为 

因而 复制 机 器 更 进入 的 那些 区 域 首 先 得 到 复制 。 在 胸腺 畴 啶 脉冲 期 间 合 成 的 DNA 双 螺 旋 有 

放射 自 显影 图 像 表 明 在 整个 S 期 复制 叉 以 类 似 的 速度 条 链 上 是 胸腺 喀 喧 ， 条 链 上 是 BrdU， 所 


移动 ， 这 样 染 色 体 压缩 程度 似乎 就 会 影响 它们 的 起 始 HELMAR DNA ALAE Brdu) te 


图 5-35 一 条 染色 体 的 不 同 区 域 在 
S 期 的 不 同时 刻 复制 


i wo AT ee ME. HURN 出 现在 这 些 
时 间 ， 而 不 是 它们 形成 以 后 移动 的 速度 。 Sh AREAIS SRR 
上 面 染色 质 结构 和 DNA 复制 时 间 安 排 之 间 的 关系 拷贝 上 对 应 的 位 置 连接 起 来 (经 Elton Stub 


也 可 此 测量 特定 基因 的 复制 次 数 的 研究 来 blefield 允许 后 使 用 ) 
结果 表明 ,在 所 有 细胞 都 活跃 表达 的 所 谓 “ 持 家 基 
因 ”， 在 检测 的 所 有 细胞 内 都 在 S 期 早期 复制 。 相 比 之 下 ， 只 在 少 部 分 细胞 类 型 中 活路 表达 的 


基因 


这 些 细胞 内 复制 时 间 较 早 ， 而 在 其 他 类 型 细胞 中 复制 较 晚 。 

E 酿 酒 醇 母 中 也 检验 了 染色 质 结 构 与 复制 时 间 安 排 之 间 的 这 种 关系 。 在 一 种 情况 下 。， 
将 一 个 在 S 期 晚期 发 挥 作用 并 位 于 染色 体 转录 沉默 区 域 的 复制 起 点 ， 方法 改变 
位 置 放 到 一 个 转录 活路 的 区 域 。 换 位 以 后 ， 该 复制 起 点 就 在 S 早 期 发 挥 作用 了 ， 这 表明 
在 S 期 利用 该 复制 起 点 的 时 期 是 由 该 复制 起 点 在 染色 体 上 的 位 置 决定 的 。 然 而 ,对 其 他 
酵母 复制 起 点 的 研究 发 现 ， 就 是 位 于 常 染色 质 中 ,也 存在 一 些 复 制 起 点 在 晚期 起 始 复 
制 。 因 此 ， 复 制 起 点 利用 的 时 机 可 以 由 它 所 处 的 染色 质 结构 以 及 它 的 DNA 序列 共同 


在 一 种 简单 真 核 生物 芽 殖 酵母 中 确定 的 DNA 序列 充当 复制 起 点 


真 核 生 物 染色 体 使 用 许多 复制 起 点 进行 复制 ， 这 些 起 点 中 的 每 个 都 在 细胞 周期 的 S 期 中 
某 一 特征 性 的 时 间 “ 点 火 "， 讨 论 过 这 些 以 后 我 们 再 了 解 这 些 复制 起 点 的 本 质 。 在 本 章 前 面 ， 
我 们 看 到 细菌 中 的 复制 起 点 有 精确 的 定义 ， 它 是 指 一 段 特 定 的 DNA 序列 ， 能 使 DNA 复制 机 
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器 在 DNA 双 螺 旋 上 组 装 起 来 ， 形 成 一 个 复制 泡 ， 并 向 相反 的 方向 运动 产生 复制 叉 。 通 过 比 
较 ， 有 人 可 能 会 推测 真 核 生物 染色 体 中 的 复制 起 点 也 是 特定 的 DNA 序列 。 

真 核 细胞 染色 体 复制 起 点 的 搜寻 工作 在 芽 殖 酵母 酿酒 酵母 中 最 为 成 功 。 利 用 某 个 关键 基 
因 缺 陷 的 酵母 细胞 突变 体 ， 已 经 设计 了 一 些 强大 的 筛选 方法 。 这 些 细胞 只 有 提供 了 携带 该 基 
因 功 能 正常 的 DNA， 才 能 在 选择 培养 基 上 存活 。 如 果 将 带 有 该 基因 的 环形 质粒 直接 引入 酵母 
突变 体 细胞 ， 它 将 不 能 进行 复制 ， 因 为 它 缺 少 一 个 有 功能 的 复制 起 点 。 然 而 ， 如 果 将 酵母 
DNA 的 随机 片段 插入 这 质粒 ， 就 只 有 少数 携带 酵母 复制 起 点 的 质粒 DNA 分 子 能 够 进行 复 
制 。 携 带 这 种 质粒 的 酵母 细胞 能 够 进行 增殖 ， 是 因为 以 可 复制 且 能 遗传 给 后 代 细 胞 的 形式 提 
供给 它们 这 个 关键 基因 (图 5-36)。 通 过 其 在 这 些 存活 的 酵母 细胞 中 分 离 出 的 质粒 中 的 存在 得 
以 鉴定 的 一 段 DNA 序列 称 为 自主 复制 序列 〈ARS)。 已 证 实 大 部 分 的 ARS 都 是 真正 的 复制 
起 点 ， 因 此 证 明 获得 它们 的 方法 是 最 有 效 的 。 


随机 选择 的 
酵母 DNA 片 自 包含 ARS 的 酵母 DNA 片 自 


将 质粒 DNA 转 化 进 不 含 HIS 基 因 , 不 能 
在 缺少 组 氨 酸 的 情况 下 生长 的 酵母 中 


| TAMAR | 
选择 性 培养 基 


获得 少量 转化 子 ; 这 获得 大 量 转化 子 ; 这 
些 转化 子 含有 已 经 整 些 转化 子 含有 DNA 螺 
合 到 酵母 染色 体 中 的 旋 质 粒 可 自由 复制 宿 
质粒 DNA 主 热 色 体 的 


图 5-36 用 于 鉴定 酵母 细胞 中 复制 起 点 的 策略 
以 这 种 方式 鉴定 出 的 每 一 个 酵母 DNA 序列 称 作 自 主 复制 序列 《ARS)， 因 为 它 使 含有 它 
的 质粒 能 够 在 宿主 细胞 中 复制 ， 而 不 必 整 合 到 宿主 染色 体 中 


对 于 芽 殖 酵母 ， 可 以 确定 每 个 复制 起 点 在 每 条 染色 体 上 的 位 置 〈 图 5-37)。 图 5-37 中 显 
示 的 特定 染色 体 (酿酒 酵母 3 号 染色 体 ) 还 不 到 典型 的 人 类 染色 体 长 度 的 1/100。 它 的 复制 
起 点 间隔 30 000 个 核 董 酸 分 布 ; 起 点 的 这 个 分 布 密度 可 以 使 酵母 染色 体 复制 只 需 约 8min。 

在 酿酒 酵母 中 进行 的 遗传 试验 还 检测 了 删除 染色 体 焉 上 的 各 种 不 同 复制 起 点 后 造成 的 影 
响 。 删 除 几 个 的 复制 起 点 影响 较 少 ， 因 为 起 始 于 相 邻 复制 起 点 的 复制 能 一 直 前 进 到 缺少 自身 
起 点 的 区 域内 。 然 而 ， 如 果 从 该 染色 体 删除 更 多 的 复制 起 点 ， 这 条 染色 体 随 机 细胞 分 裂 的 进 
行 就 会 慢 慢 丢失 ， 可 能 是 因为 它 复制 得 太 慢 。 
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核 背 酸 (>1000) 


图 5-37 ”酿酒 酵母 3 号 染色 体 上 的 DNA 复制 起 点 
作为 已 知 的 最 小 真 核 生物 染色 体 ， 它 携带 总 共 180 个 基因 。 如 图 所 示 ， 它 含有 9 个 复制 起 点 


一 个 巨大 的 多 亚 基 复合 物 结合 在 真 核 生 物 复制 起 点 上 


通过 进行 图 5-36 中 显示 的 实验 ， 利 用 越 来 越 短 的 DNA 片段 ， 已 经 确定 了 酿酒 酵母 中 指 
导 DNA 复制 起 始 的 最 短 DNA 序列 。 酵 母 的 每 个 复制 起 点 都 具有 一 个 结合 位 点 ， 结 合 一 个 巨 
大 的 多 亚 基 起 始 蛋白 ， 该 起 始 蛋白 称 为 GRC， 即 起 点 识别 复合 体 (origin recognition com- 
plex)， 也 具有 几 个 辅助 的 结合 位 点 ， 结 合 帮助 吸引 ORC 到 DNA 起 点 上 的 蛋白 质 (图 5-38) 。 


B, B, B, 
pe O 
= 
ee) 
ORC 结 合 位 点 


一 350 个 核 背 酸 对 ”一 ~ 


图 5-38 酵母 的 复制 起 点 
含有 大 约 150 个 核 苷 酸 对 的 这 个 酵母 复制 起 点 〈 利 用 图 5-36 所 示 的 程序 鉴定 得 到 ) 具有 1 个 ORC 结合 
位 点 ，ORC 是 一 种 结合 每 个 复制 起 点 的 蛋白 质 复 合 物 。 图 中 所 描述 的 起 点 也 具有 其 他 必需 蛋白 质 的 结 
合 位 点 〈B1、B 和 9)， 它 所 在 不 同 的 起 点 之 间 各 不 相同 。 虽 然 在 酵母 中 已 得 到 最 好 的 鉴定 ， 在 更 为 复 
杂 的 真 核 生 物 中 ， 包 括 人 类 ， 相 似 的 ORC 也 用 于 起 始 DNA 复制 


我 们 已 经 看 到 ， 真 核 生 物 DNA 复制 只 发 生 在 S 期 。 那 么 DNA 复制 是 如 何 引发 的 呢 ? 这 
种 复制 机 制 又 是 如 何 确保 每 轮 细胞 周期 复制 起 点 只 使 用 一 次 呢 ? 

这 两 个 问题 大 致 的 答案 现在 我 们 已 经 清楚 了 ， 将 在 第 17 章 讨 论 。 简 单 地 说 ，ORC 起 
的 相互 作用 是 一 种 稳定 的 相互 作用 ， 在 整个 细胞 周期 内 ， 可 用 作对 复制 起 点 进行 标记 。 在 G 
期 ， 每 个 ORC 上 组 装 起 一 个 前 复制 蛋白 复合 体 ， 它 含有 一 个 六 聚 体 的 DNA 解 旋 酶 和 一 个 解 
旋 酶 的 装载 因子 〈 分 别 是 Mem 和 Cdc6 蛋白 )。 当 一 种 蛋白 激酶 活化 时 ， 就 引发 了 S 期 ， 这 
个 激酶 将 复制 机 器 的 剩余 部 分 组 装 起 来 ， 使 得 一 个 Mem 解 旋 酶 开始 随 复制 起 点 处 形成 的 任 
何 一 个 复制 又 移动 。 同 时 ， 这 个 引发 S 期 的 蛋白 激酶 阻止 所 有 的 Mem 蛋白 进一步 组 装 到 前 
复制 复合 体 中 ， 直 到 这 个 激酶 在 下 一 个 M 期 失 活 ， 以 便 重新 开始 下 一 轮 周期 (详细 情况 见 图 
17-22), 


哺乳 动物 中 指定 复制 起 始 的 DNA 序列 曾 一 度 难 以 确定 


与 芽 殖 酵母 中 的 情况 相 比 ， 其 他 真 核 生 物 中 指定 复制 起 点 的 DNA 序列 难以 定义 。 例 如 ， 
对 于 人 类 ， 具 有 正确 起 点 功能 的 DNA 序列 可 以 在 DNA 上 延伸 很 大 的 距离 。 
然而 ， 最 近 已 经 能 够 确定 充当 复制 起 点 的 特定 人 类 DNA 序列 ， 每 个 有 几 千 个 核 背 酸 对 
长 。 运 用 重组 DNA 方法 将 这 些 起 点 转移 到 不 同 的 染色 区 域 后 ， 它 们 继续 发 挥 作用 ， 只 要 是 
将 它们 置 于 染色 体 压缩 程度 较 小 的 区 域 。 这 些 起 点 序列 中 有 一 种 来 自 有 珠 蛋 白 基因 簇 。 当 位 
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于 基因 组 中 正常 的 位 置 时 ， 这 个 起 点 的 功能 关键 地 依赖 于 远 距离 的 DNA 序列 (图 5-39)。 在 
第 7 章 中 我 们 将 会 讨论 。 已 经 知道 这 个 远 距离 的 DNA 序列 对 起 点 周围 而 且 包 括 B 珠 蛋白 基 
因 在 内 的 染色 质 结构 具有 解压 缩 的 作用 ;， 很 显然 ， 结 果 产 生 的 更 加 开放 的 染色 质 构 型 是 这 个 
起 点 正常 发 挥 功 能 ， 以 及 有 珠 蛋 白 基因 表达 所 必需 的 。 


-一 一 一 50000 核 背 酸 对 


复制 起 点 
E Gy_Ay 5 
这 两 个 区 域 DNA 的 缺失 使 得 
标记 的 复制 起 点 没有 活性 


图 5-39 失 活 人 类 细胞 中 的 复制 起 点 的 缺失 
这 两 种 缺失 分 别 在 两 个 患 有 地 中 海 贫血 病 的 个 体 中 发 现 ， 这 种 病 是 由 于 不 能 表达 图 中 所 示 的 # 珠 蛋白 
基因 艇 中 一 个 或 多 个 基因 而 产生 的 素 乱 。 在 这 两 种 缺失 突变 体 中 ， 该 区 域 的 DNA 由 从 有 珠 蛋白 基因 
簇 外 的 复制 起 点 开始 的 复制 丸 进行 复制 ， 文 中 所 解释 的 ， 左 边 的 缺失 去 除了 调控 右边 的 复制 起 点 染色 
质 结构 的 DNA 序列 


现在 我 们 知道 ， 人 类 染色 体 复 制 起 始 需要 一 个 与 酵母 细胞 中 相似 的 ORC 复合 体 ， 而 且 同 
样 的 人 类 Cde6 和 Mem 蛋白 在 起 始 过 程 中 也 起 着 关键 作用 。 因 此 ， 可 能 酵母 与 人 类 复制 起 始 
机 制 看 起 来 非常 相似 。 然 而 ， 人 类 的 ORC 蛋白 结合 位 点 似乎 没有 哺乳 酵母 的 特异 ， 这 可 能 解 
释 了 为 什么 人 类 复制 起 点 比 酵母 的 要 更 长 ， 且 定义 更 加 宽泛 。 


新 的 核 小 体 在 复制 又 后 面 组 装 起 来 


在 这 一 部 分 以 及 下 一 部 分 ， 我 们 讨论 真 核 生物 特异 的 DNA 复制 过 程 中 一 些 其 他 方面 的 
问题 。 在 第 4 章 讲 过 ， 真 核 生 物 染 色 体 由 称 作 染色 质 的 蛋白 质 与 DNA 的 混合 物 构成 。 因 此 ， 
染色 体 的 复制 不 入 需要 拷贝 DNA， 而 且 需 要 在 每 个 复制 又 后面 的 DNA 上 组 装 新 的 染色 体 蛋 
白质 。 尽 管 我 们 远 未 详细 地 弄 清楚 这 个 过 程 ， 但 是 我 们 正 开始 了 解 核 小 体 是 如 何 复制 的 ， 核 
小 体 是 染色 质 包装 的 基本 单位 。 在 每 个 细胞 周期 ， 为 了 组 装 新 的 核 小 体 ， 需 要 合成 大 量 新 的 
组 蛋白 ， 其 质量 差不多 与 新 合成 的 DNA 相等 。 因 为 如 此 ， 大 部 分 真 核 生 物 的 每 种 组 蛋白 的 
基因 拥有 大 量 的 拷贝 。 例 如 ， 疹 椎 细胞 有 大 约 29 个 重复 的 基因 群 ， 大 部 分 基因 群 含 有 编码 所 
有 的 5 种 组 蛋白 的 基因 CH1, H2A, H2B, H3 和 H4)。 

与 大 多 数 在 整个 间 期 持续 合成 的 蛋白 质 不 同 ， 组 蛋白 主要 在 S 期 合成 ， 这 时 由 于 转录 量 
的 增加 而 mRNA 降解 的 量 减少 ， 组 蛋白 mRNA 的 水 平 增加 约 50 倍 。 当 S 期 末 DNA 合成 停 
止 时 (或 者 当 加 入 抑制 剂 过 早 地 停止 了 DNA 的 合成 时 ) ， 通 过 依赖 于 3 端的 特殊 性 质 的 机 制 
(讨论 见 第 7 章 )， 主 要 的 组 蛋白 mRNA 变 得 极 不 稳定 ， 并 在 几 分 钟 内 就 会 降解 掉 。 相 比 之 
下 ， 组 蛋白 自身 却 非常 稳定 ， 在 细胞 整个 过 程 中 都 存在 。DNA 合成 和 组 蛋白 合成 的 紧密 偶 联 
可 能 依赖 于 一 种 反馈 机 制 ， 该 反馈 机 制 控制 着 游离 组 蛋白 的 水 平 ， 以 确保 合成 的 组 蛋白 数量 
与 新 合成 的 DNA 的 量 恰好 相当 。 

当 复 制 又 前 进 时 ， 它 必须 以 某 种 方式 穿 过 亲 代 核 小 体 。 体 外 研究 表明 复制 装置 具有 一 
种 我 们 了 解 甚 少 的 内 在 能 力 ， 它 能 在 通过 亲 代 核 小 体 时 却 不 会 改变 它 在 DNA 上 的 位 置 。 
第 4 章 讨论 的 能 使 DNA- 组 蛋白 界面 去 稳定 的 染色 质 重建 蛋白 可 能 促进 了 细胞 内 的 这 个 
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复制 又 后 的 两 个 新 合成 的 DNA 双 螺 旋 都 继承 了 旧 的 组 蛋白 〈 图 5-40)。 但 是 ， 由 于 
DNA 是 增加 了 1 倍 ， 就 需要 增加 相同 量 的 新 组 蛋白 ， 以 完成 DNA 包装 成 染色 质 。 向 新 合成 
的 DNA 上 增加 新 的 组 蛋白 受到 染色 质 组 装 因子 (CAF) 的 帮助 ， 它 是 一 类 与 复制 又 结合 的 
蛋白 质 ， 一 旦 在 复制 机 器 上 出 现 就 包装 新 合成 DNA。 新 合成 的 H3 和 H4 组 蛋白 在 它们 的 N 
端 尾巴 上 迅速 乙酰 化 〈 讨 论 见 第 4 章 ); 当 它 们 整合 到 染色 质 中 以 后 ， 这 些 乙 酰基 团 通 过 酶 解 
作用 从 组 蛋白 上 移 走 (图 5-41) 。 


复制 
起 点 


图 5-40 在 复制 叉 通过 后 组 蛋白 保持 与 DNA 结合 的 证 明 
在 体外 进行 的 该 实验 中 ， 利 用 纯化 的 蛋白 质 复制 两 种 大 小 不 同 的 环 状 DNA 分 子 混合 物 〈 其 中 只 
有 一 种 装配 成 核 小 体 )。 经 过 一 轮 DNA 复制 ， 只 有 从 形成 核 小 体 的 亲本 得 到 的 子 代 DNA 分 子 遗 
传 了 核 小 体 。 该 实验 也 证 明 两 个 新 合成 的 DNA 螺旋 都 继承 了 原来 的 组 蛋白 


端 粒 酶 复制 染色 体 的 末端 


我 们 在 前 面 看 到 ， 巾 于 DNA 聚 合 酶 只 能 以 5 3 方向 聚合 ， 所 有 在 复制 又 位 置 后 随 包 的 
合成 只 能 通过 产生 DNA 短片 段 的 倒 颖 机制， 不 连续 地 进行 。 当 复制 又 到 达 线 性 染色 体 未 端 
时 ， 该 机 制 就 过 到 一 个 特殊 问题 线性 DNA 分 子 的 末端 没有 位 置 用 来 合成 起 始 最 后 一 个 冈 
崎 片段 所 需 的 RNA 引物 。 

细菌 由 于 染色 体 是 环 状 DNA 分 子 ， 所 以 不 存在 这 个 “末端 复制 ”问题 (图 5-30) 。 真 核 
生物 则 以 一 种 精确 地 方式 解决 了 这 个 问题 : 它们 的 染色 体 末 端 有 特殊 的 核酸 序列 ， 并 整合 到 
端 粒 内 〈 讨 论 见 第 4 章 )， 吸 引 一 种 叫 端 粒 酶 (telomerase) 的 酶 。 端 粒 的 DNA 序列 在 各 种 
不 同 的 生物 ， 如 原生 动物 、 真 菌 、 植 物 和 哺乳 动物 内 都 相似 。 它 们 由 串联 重复 的 短 序列 组 成 ， 
这 个 序列 中 含有 紧 挨 着 排列 的 一 组 G。 在 人 类 中 ， 这 个 序列 是 GGGTTA， 并 向 两 端 延伸 约 
1000 PFN. 

端 粒 酶 识别 现 有 的 端 粒 DNA 重复 序列 的 富 含 G 的 那 条 链 末端， 并 将 其 向 5' -~3/ 方 向 延 
伸 。 端 粒 酶 利用 自身 组 分 中 的 RNA 作为 模板 拷贝 出 新 的 重复 序列 。 在 其 他 方面 下 ， 端 粒 就 
像 其 他 的 逆转 录 酶 ， 也 就 是 利用 RNA 作为 模板 合成 DNA 的 酶 (图 5-42)。 因 此 ， 端 粒 酶 含 
有 用 于 维持 特有 端 粒 序列 的 全 部 信息 。 通 过 端 粒 酶 对 亲 代 链 的 几 轮 延伸 后 ， 使 用 这 些 延 伸 的 
序列 作为 模板 ， 在 DNA 聚合 酶 分 子 的 作用 下 合成 出 互补 链 ， 从 而 完成 染色 体 末 端 上 的 后 随 
链 的 复制 (图 5-43) 。 
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图 5$-41 新 组 蛋白 加 入 到 复制 又 后 面 的 DNA 上 
该 图 中 淡 黄色 的 是 新 形成 的 核 小 体 ， 如 图 所 示 ， 形 成 它们 的 组 蛋白 最 初 具有 特 
异性 乙酰 化 的 赖 氨 酸 侧 链 (图 4-35)， 该 侧 链 后 来 被 去 除 


上 面 描述 的 机 制 确保 了 每 个 端 粒 的 3 DNA 末端 总 是 比 与 其 配对 的 5 端 略 长 ， 形 成 一 个 突 
出 的 单 链 末 端 (图 5-43)。 研 究 表明 ， 在 特殊 蛋白 质 的 帮助 下 ， 这 个 突出 末端 回 折 成 环 ， 将 单 
链 末 端 塞 进 端 粒 重复 序列 的 双 股 DNA 之 间 (图 5-44) 。 因 此 ， 染 色 体 的 正常 未 端 具有 一 个 独 
特 的 结构 ， 该 结构 防止 末端 序列 被 降解 ， 并 且 使 它 明显 不 同 于 细胞 迅速 修复 的 断裂 DNA 分 
子 (图 5-53)。 
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图 5-42 RRR 
端 粒 栈 是 一 种 携带 有 一 条 RNA 模板 用 于 合成 一 条 重复 的 富 含 G MINEL DNA 序列 的 蛋白 质 RNA 复合 物 。 这 里 只 
显示 了 与 逆转 录 酶 类 似 的 端 粒 酶 的 一 部 分 绿色 )。 逆 转录 酶 是 一 种 特殊 的 利用 RNA 模板 合成 DNA 链 的 聚合 
酶 ， 端 粒 酯 的 独特 之 处 在 于 它 携带 自身 的 RNA BU GNÉ J. Lingner and T. R. Cech, Curr, Opin, Genet, 
Dev. 8; 226~232, 1998) 


7 SRE y 
H ——=rrsceérraccertecceré 
2 CCSN 未 完成 的 新 的 后 随 链 


端 粒 酶 结合 | 
3 
:二 ToeGGGTTGGGGTTGGGGTTG 
-— = AAcccce, 
端 粒 酶 延伸 3 


端 (RNA 模 板 的 
DNA 合 成 ) 


ITT GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG 
ceee, CCCAAC| 


DNAR AIE SERJE 
随 链 的 合成 (DNA 
模板 的 DNA 合 成 ) 
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结合 有 RNA 模 板 的 端 粒 酶 


reccerreccerreceGrreccerrecGerre 
CCCc 4GFCCAACCCCAACCCS， 
DNAR AM 
图 5-43 端 粒 的 复制 

这 里 显示 的 是 参与 合成 重复 的 富 含 G 序列 的 反应 ， 这 些 序列 形成 各 种 真 核 生物 染色 体 的 末端 ( 端 粒 )。 亲 本 
DNA 链 的 3 端 由 RNA 为 模板 的 DNA 合成 过 程 进行 延伸 ;这 使 与 其 配对 的 不 完整 的 子 DNA 链 向 5 方向 延伸 。 
这 条 不 完整 的 后 随 链 可 能 由 DNA 聚合 酶 a 完成 ， 它 携带 一 个 DNA 引发 酶 ， 作 为 其 亚 基 之 一 〈 图 5-28)。 图 中 
所 示 端 粒 序列 来 自 四 膜 虫 ， 这 些 反应 还 是 首次 在 这 种 动物 中 发 现在 四 膜 虫 中 端 粒 重复 是 GGGTTG， 人 类 中 是 
GGGTTA， 而 酿酒 酵母 中 是 GGGA 


= 291 + 


(A) (B) 


Tpm 


图 5-44 哺乳 动物 染色 体 未 端的 + 环 
(A) 人 的 间 期 染色 体 未 端 DNA 的 电镜 显 微 图 。 观 察 前 将 妇 色 体 固定 ， 去 除 蛋白 质 ， 并 人 为 加 厚 ， 这 里 所 看 
到 的 环 长 度 大 约 15 000 个 核 背 酸 对 。(B) 端 粒 结构 的 模型 。 特 殊 的 蛋白 质 〈 用 绿色 标注 ) 将 单 链 末 端 插入 到 
双 链 重复 中 以 形成 一 个 ! 环 ， 并 维持 + 环 结构 。 此 外 ， 如 图 所 示 ， 有 可 能 染色 体 末端 通过 + 环 附近 的 异 染 色 质 
的 形成 再 环绕 一 次 (图 4-47)[CA) 摘 自 J。D，Griffith et al., cell 97; 503~514, 1999, © Elseriver] 


端 粒 长 度 受 到 细胞 和 生物 体 的 调控 


由 于 使 每 个 端 粒 增长 和 缩短 的 过 程 只 是 近乎 平衡 ， 所 以 染色 体 的 末端 含有 不 同 数目 的 端 
粒 重复 。 毫 不 奇怪 ， 实 验 表明 无 限 增殖 的 细胞 〈 如 酵母 细胞 ) 具有 自我 稳定 的 机 制 ， 将 这 些 
重复 的 数目 维持 在 一 个 有 限 的 范围 内 (图 5-45) 。 
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图 5-45 酵母 细胞 控制 其 端 粒 长 度 的 证 明 
在 该 实验 中 ， 特 定 的 染色 体 未 端的 端 粒 人 为 变 得 比 平均 大 小 或 者 长 一 些 〈 左 边 ) 或 者 短 一 些 〈 右 
边 )。 经 过 许多 次 的 细胞 分 效 以 后 染色 体 恢 复原 钦 ， 显 示 出 平均 的 端 粒 长 度 和 长 度 分 配 是 酵母 
细胞 中 其 他 染色 体 的 典型 特征 。 有 人 提出 动物 生殖 系 细胞 中 存在 控制 端 粒 长 度 的 类 似 反 馈 机 制 


在 人 的 体 细胞 中 ， 端 粒 重复 为 每 个 细胞 提供 一 种 计数 机 制 ， 帮 助 防止 成 年 组 织 中 异常 细 
胞 的 无 限 增殖 。 根 据 这 个 观点 ， 我 们 的 体 细胞 一 出 生 时 具有 完整 的 端 粒 重复 ;然而 ， 在 皮肤 
这 样 的 组 织 中 ， 端 粒 酶 活性 被 关闭 ， 所 以 每 次 细胞 分 裂 时 ， 就 会 从 每 个 端 粒 丢 失 50 一 100 个 
核 背 酸 。 在 许多 代 以 后 ， 后 代 细 胞 将 会 继承 有 缺陷 的 染色 体 〈 因 为 它们 的 末端 不 能 完全 复 
制 );， 因 此 会 永久 性 地 停止 细胞 周期 和 分 裂 ， 这 个 过 程 称 为 复制 细胞 衰老 (讨论 见 第 17 章 )。 
理论 上 这 样 一 种 机 制 可 以 提供 保护 措施 ， 防 止 人 体 组 织 中 异常 细胞 不 受 控制 的 增殖 ， 从 而 帮 
助 我 们 防止 癌症 的 发 生 。 

端 粒 充当 一 根 “ 测 量 棒 ”， 用 来 计量 细胞 的 分 裂 次 数 ， 从 而 调节 细胞 的 生命 ， 这 个 观点 已 
从 很 多 方面 得 到 检验 。 对 于 某 些 在 组 织 培养 基 中 生长 的 人 类 细胞 来 讲 ， 实 验 结果 支持 这 种 观 
点 。 培 养 基 中 的 人 成 纤维 细胞 正常 条 件 下 经 过 60 次 细胞 分 裂 增 殖 后 ， 就 会 进入 复制 衰老 。 与 
人 类 其 他 大 多 数 体 细胞 一 样 ， 成 纤维 细胞 不 能 合成 端 粒 酶 ， 随 着 细胞 的 每 次 分 裂 ， 端 粒 就 会 
逐渐 变 短 。 当 通过 插入 一 个 活性 的 端 粒 酶 基因 ， 为 成 纤维 细胞 提供 端 粒 酶 时 ， 端 粒 的 长 度 就 
保持 不 变 ， 并 且 许 多 细胞 此 时 继续 进行 无 限 增殖 。 因 此 ， 看 起 来 端 粒 变 短 显 然 能 够 在 人 类 细 
胞 中 为 细胞 分 裂 计数 ， 并 引发 复制 衰老 。 

有 人 提出 这 种 对 细胞 增殖 的 控制 对 于 组 织 结构 的 维持 很 重要 ， 而 且 它 还 以 某 种 方式 负责 
动物 ， 如 我 们 自己 的 衰老 ,通过 培育 缺少 端 粒 酶 的 转基因 和 鼠 ， 这 些 观点 得 到 了 检验 。 小 鼠 染 
色 体 的 端 粒 大 约 比 人 类 的 长 5 倍 ， 因 此 在 小 鼠 的 端 粒 缩短 到 人 端 粒 的 正常 长 度 之 前 必须 将 小 
鼠 培 育 三 代 或 三 代 以 上 。 因 此 ， 毫 不 奇怪 最 初 小 鼠 都 正常 地 发 育 。 更 重要 的 是 ， 后 来 的 小 鼠 
在 它们 高 度 增 殖 的 组 织 中 不 断 出 现 越 来 越 多 的 缺陷 。 但 是 ， 这 些小 鼠 看 起 来 根本 不 会 提早 衰 
老 ， 而 且 大 一 些 的 小 鼠 明 显 倾向 于 长 肿瘤 。 在 这 些 和 其 他 的 方面 ， 这 些小 鼠 与 得 遗传 病 先天 
性 角 化 不 良 的 人 类 似 ， 这 种 病 就 是 因为 端 粒 过 早 缩短 引起 的 。 得 这 种 病 的 人 各 种 表皮 结构 
(包括 皮肤 、 趾 甲 和 泪 小 管 ) 和 红细胞 的 制造 都 显示 异常 。 

从 上 面 的 观察 ， 可 以 清楚 地 知道 ， 通 过 去 除 端 粒 控制 细胞 增殖 为 生物 提供 了 一 种 冒险 的 
尝试 ， 因 为 在 组 织 内 不 是 所 有 缺少 功能 正常 的 端 粒 的 细胞 都 会 停止 分 裂 。 其 他 一 些 细胞 在 遗 
传 上 明显 变 得 不 稳定 ， 但 仍然 持续 分 裂 ， 就 会 产生 各 种 导致 癌症 的 细胞 。 因 此 ， 读 者 可 以 提 
出 疑问 ， 是 否 大 多 数 人 类 体 细胞 缺少 端 粒 酶 的 现象 为 我 们 提供 了 一 种 进化 优势 ， 正 如 推测 端 
粒 缩短 倾向 于 保护 我 们 不 得 癌症 或 其 他 增殖 型 疾病 的 人 提出 的 那样 。 


小 结 


起 始 DNA 复制 的 蛋白 质 结合 到 复制 起 点 的 DNA 序列 上 ， 催 化 形成 一 个 具有 2 个 向 外 移 
动 的 复制 又 的 复制 泡 。 当 一 个 起 始 蛋白 -DNA 复合 体形 成 了 ， 然 后 将 DNA 解 旋 酶 放 到 DNA 
模板 上 的 时 候 ， 这 个 过 程 就 开始 了 ， 接 着 其 他 蛋白 质 结合 上 来 ， 在 每 个 复制 又 上 形成 催化 
DNA 合成 的 多 酶 “复制 机 器 ”。 

在 细菌 和 一 些 简单 的 真 核 生 物 中 ， 复 制 起 点 规定 为 特异 的 DNA 序列 ， 只 有 几 百 个 核 蔡 
酸 对 长 。 在 其 他 的 真 核 生 物 ， 例 如 ， 人 类 中 ， 规 定 DNA 复制 起 点 所 需 的 序列 似乎 并 不 确定 
并 且 起 点 可 以 跨越 几 千 个 核 莹 酸 对 。 

细菌 的 环 状 染 色 体 上 通常 只 有 一 个 复制 起 点 。 由 于 复制 又 的 移动 速度 可 达 1000 HAF 
酸 /s， 所 以 能 在 不 到 Lh 的 时 间 内 复制 它们 的 基因 组 。 真 核 生 物 DNA 复制 只 在 细胞 周期 的 一 
段 时 期 S 期 内 进行 。 真 核 生 物 复制 又 移动 速度 大 约 是 原核 生物 的 1/10， 而 长 得 多 的 真 核 生物 
染色 体 每 条 都 需要 许多 的 复制 起 点 ， 以 便 在 通常 持续 8h 的 S 期 内 完成 复制 。 这 些 真 核 生物 染 
色 体 上 不 同 的 复制 起 点 按 次 序 激活 ， 激 活 的 次 序 部 分 是 由 染色 质 结构 决 定 ， 染 色 质 结构 压缩 
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程度 高 ， 则 复制 起 始 晚 。 复 制 又 经 过 以 后 ， 通 过 将 新 的 组 蛋白 加 入 到 直接 以 核 小 体 的 形式 继 
承 的 旧 的 组 蛋白 中 ， 重 新 形成 染色 质 结构 。 

真 核 生物 通过 特 化 的 末端 结构 一 一 端 粒 ， 解 决 它们 线性 染色 体 末 端 复制 的 难题 ， 这 个 过 
程 需要 一 种 特殊 的 酶 端 粒 酶 。 端 粒 酶 利用 自身 组 成 部 分 的 RNA 作为 模板 延伸 端 粒 DNA， 产 
生 高 度 重 复 的 DNA 序列 ， 在 染色 体 的 每 个 末端 通常 可 延伸 长 达 10 000 个 核 葵 酸 对 或 更 长 。 


DNA 修复 


尽管 遗传 的 变化 对 进化 很 重要 ， 但 是 个 体 的 存活 却 要 求 遗 传 的 稳定 性 。 维 持 遗传 的 稳定 
不 仅 需 要 极其 精确 的 DNA 复制 机 制 ， 而 且 需 要 修复 DNA 中 不 断 出 现 的 意外 损伤 的 机 制 。 
DNA 中 大 部 分 的 这 种 自发 改变 是 暂时 的 ， 因 为 它们 立即 被 共同 称 作 DNA 修复 (DNA repair) 
的 一 系列 过 程 加 以 校正 。 人 类 细胞 DNA 每 天 因 热 、 代 谢 事故 、 各 种 辐射 以 及 接触 到 环境 中 
的 多 种 物质 而 产生 成 千 上 万 的 随机 改变 中 ， 只 有 少数 作为 突变 在 DNA 中 积累 起 来 。 现 在 我 
们 知道 DNA 中 1000 个 偶然 碱 基 改变 中 ， 只 有 不 到 一 个 会 导致 永久 性 的 突变 ， 其 余 的 都 被 
DNA 修复 高 度 有 效 地 清除 掉 。 

DNA 修复 的 重要 性 从 细胞 质 能 合成 如 此 多 的 DNA 修复 酶 来 看 也 很 明显 。 例 如 ， 对 细菌 
和 酵母 基因 组 进行 分 析 后 ， 发 现 这 些 生 物体 编码 容量 的 百 分 之 几 都 仅仅 用 于 DNA 修复 功能 。 
DNA 修复 的 重要 性 也 可 以 通过 DNA 修复 基因 的 突变 后 突变 率 的 增加 得 到 证 明 。 许 多 DNA 
修复 途径 以 及 编码 的 基因 (我 们 现在 知道 它们 在 各 种 各 样 的 生物 ， 包 括 人 类 中 发 挥 作用 ) 最 
初 是 通过 在 细菌 中 分 离 突 变 体 并 鉴定 确定 出 来 的 ， 这 些 突变 体 表现 出 突变 率 或 者 对 DNA 损 
伤 试剂 敏感 性 的 增加 。 

最 近 对 人 类 DNA 修复 能 力 降低 所 造成 的 后 果 的 研究 将 多 种 人 类 疾病 与 修复 减少 联系 起 
来 RE 5-2)。 因 此 ， 如 果 一 个 基因 在 正常 情况 下 主要 功能 是 修复 来 源 于 DNA 复制 错误 的 错 
配 碱 基 对 ， 那 么 这 个 人 类 基因 的 缺陷 就 会 导致 可 遗传 的 形成 癌症 的 倾向 ， 这 反映 了 突变 率 的 
增加 。 在 另 一 种 人 类 疾病 着 色 性 干 皮 病 ， 患 者 对 紫外 辐射 极其 敏感 ， 因 为 他 们 不 能 修复 某 些 
DNA 的 光 产物 。 这 种 修复 缺陷 导致 突变 升 高 ， 引 起 严重 的 皮肤 伤害 ， 以 及 更 容易 患 某 些 
癌症 。 


表 5-2 DNA 修复 存在 缺陷 的 遗传 综合 征 


名 称 表 型 酶 或 过 程 缺陷 
MSH2,3,6,MLH1,PMS2 结肠 癌 错 配 
Xeroderma pigmentosum (XP) | 皮肤 癌 , 细 胞 UV 敏感 ,神经 异常 碱 基 切 除 -修复 
groups A 一 G 
XP variant 细胞 UV 敏感 DNA 聚合 酶 翻译 合成 
Ataxia-telangiectasia( AT) 非 白 血 性 白血病 ,淋巴 瘤 ,细胞 BR AR | ATM 蛋白 ,一 种 双 链 激活 的 蛋白 酶 

基因 组 不 稳定 损坏 

BRCA-2 乳腺 癌 和 子 官 癌 同 源 重组 修复 
Werner syndrome 过 早老 化 ,多 位 点 的 癌症 ,基因 组 不 稳定 附加 的 3- 外 切 酶 和 DNA 螺旋 酶 
Bloom syndrome 多 位 点 癌症 ,发 育 障碍 ,基因 组 不 稳定 为 复制 附加 DNA 螺旋 酶 
Fanconi anemia groups A—G 先天 性 异常 , 非 白 血性 白血病 ,基因 组 不 稳定 | DNA 中 间 链 交叉 连接 修复 
46BR patient 对 DNA 损伤 试剂 超 敏 感 ,基因 组 不 稳定 DNA 3848088 T 
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如 果 不 存 在 DNA 修复 ， 自 发 的 DNA 损伤 将 迅速 改变 DNA 序列 


虽然 DNA 是 一 种 高 度 稳定 的 物质 ， 正 好 符合 储存 遗传 信息 的 要 求 ， 但 是 它 是 一 种 复杂 
的 有 机 分 子 ， 即 使 在 正常 的 细胞 内 条 件 下 ， 也 容易 发 生 自发 的 改变 ， 如 果 不 加 以 修复 ， 就 会 
导致 突变 (图 5-46)。DNA 主要 变化 是 热 变动 的 结果 。 例 如 ， 每 天 每 个 人 类 细胞 大 约 要 丢失 


Roe, poe sd ; aoe, 


pon =~ o— CH, — o—ch, _ 
O, O, O, 
7 7 7 
-—P=0 P= P=0 
Zi LA: 7) 
o O 0 


图 5-46 可 能 需要 DNA 修复 的 自发 改变 的 总 结 
图 中 显示 了 每 个 核 背 酸 上 可 被 修饰 的 位 点 ， 已 知 这 些 位 点 可 能 因 自发 的 氧化 损伤 (红色 箭头 )， 水 解 作用 〈 蓝 色 箭头 
和 甲 基 供 体 5- 腺 甲 硫 氨 酸 绿色 箭头 ) 不 受 控制 的 甲 基 化 而 修饰 ， 每 个 箭头 的 宽度 表示 每 种 修饰 发 生 的 相对 频率 〈 引 
É T. Lindahl, Natune 362; 709~715, 1993, © Macmillan Magazine Lid) 


B 
AA WA 


脱 氨基 


DNA 链 + 


图 5-47 RRA 
这 两 种 反应 是 已 知 在 细胞 中 引起 严重 DNA 损伤 的 两 种 发 生 最 频繁 的 自发 的 化 学 反应 。 脱 野 叭 能 从 DNA FER S AN 
《图 中 所 示 )， 还 有 腺 味 哈 。 主 要 类 型 的 脱 氨基 反应 〈 图 中 所 示 ) 将 胞 喀 啶 转变 成 另 一 个 改变 的 DNA RERE, fE 
脱 氨 基 也 在 其 他 的 碱 基 上 发 生 。 这 些 反应 发 生 在 双 螺 旋 DNA 上 ; 为 了 方便 起 见 ， 只 显示 了 其 中 一 条 链 
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图 5-48 胸腺 喀 啶 二 聚 体 
这 种 损伤 会 引入 接 触 紫外 辐射 〈 比 如 阳光 的 细 
胞 内 的 DNA, 类 似 的 二 聚 体会 在 DNA 中 任何 两 
个 相 邻 喀 喧 碱 基 之 间 形 成 (C 或 工 残 基 ) 


5000 个 呆 聆 碱 基 〈 腺 嘎 哈 和 鸟 味 叭 ) ， 因 为 它们 与 脱 
氧 核糖 之 间 的 N- 糖 苷 键 发 生 水 解 ， 这 个 反应 称 为 脱 
哇 叭 化 。 同 样 ， 每 个 细胞 每 天 也 以 100 碱 基 的 速率 
自发 在 DNA 中 发 生 胞 喀 哇 的 脱 氨基 化 ， 变 成 尿 喀 喧 
(图 5-47), DNA 碱 基 也 因 遇 到 活性 代谢 物 (包括 活 
性 氧 ) 或 者 环境 中 的 化 学 物质 而 遭 到 破坏 。 同 样 ， 
来 自 阳光 中 的 紫外 线 也 能 在 DNA 中 两 个 相 邻 喀 啶 之 
间 形 成 共 价 交 联 ， 如 胸腺 喀 啶 二 聚 体 (图 5-48)。 
在 DNA 复制 时 ， 如 果 没 有 加 以 校正 ， 大 部 分 的 这 
些 改变 都 会 导致 子 代 DNA 链 中 缺失 一 个 或 多 个 碱 基 
对 , 或 者 碱 基 对 发 生 蔡 换 〈 图 5-49)。 然后， 这 
些 突变 在 DNA 复制 时 就 会 通过 后 代 细胞 进行 传播 。 
这 种 高 频率 的 随机 改变 将 对 生物 体 产 生 灾难 性 的 
后 果 。 


DNA 双 螺 旋 容 易 修 复 


DNA 双 螺 旋 结 构 非常 适合 修复 ， 因 为 它 携带 所 
有 遗传 信息 的 2 个 独立 的 拷贝 一 一 每 条 链 上 1 个 找 
贝 。 因 此 ， 如 果 一 条 链 损伤 了 ， 互 补 链 仍然 保留 着 
相同 信息 的 完整 拷贝 ， 并 且 这 个 拷贝 常常 用 于 恢复 
损伤 链 上 正确 的 核 苷 酸 序列 。 


(B) 


图 5-49 ” 核 背 酸 的 化 学 修饰 如 何 形成 突变 
CAD 胞 喀 啶 的 脱 氨基 如 果 未 加 纠正 ， 就 会 在 DNA 复制 时 引起 一 个 碱 基 被 另 一 个 碱 基 蔡 换 。 如 图 5-47 Bas. ROM BE 
氨基 产生 尿 喀 啶 。 尿 喀 啶 与 胞 喀 啶 的 碱 基 配 对 特性 不 同 ， 它 优先 与 腺 味 叭 配对 。 因 此 ，DNA 复制 机 器 过 到 模板 上 的 一 
个 尿 喀 啶 时 就 加 上 一 个 腺 味 叭 。(B) 脱 味 叭 如 果 未 加 校正 ， 能 引起 一 个 核 苷 酸 对 的 著 换 或 丢失 。 当 复制 机 器 遇 到 模板 
链 上 缺失 的 叶 叭 时 ， 它 可 能 跳 到 下 一 个 完好 的 核 篆 酸 上 ， 如 图 所 示 ， 因 此 在 新 合成 的 链 上 产生 一 个 核 苷 酸 的 缺失 。 许 
多 其 他 类 型 的 DNA 损伤 图 5-46) 如 果 没 有 校正 ， 也 会 在 DNA 复制 时 产生 突变 
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所 有 细胞 都 使 用 双 股 螺旋 表明 它 对 安全 地 储存 遗传 信息 很 重要 ， 只 有 少数 微小 的 病毒 使 
用 单 链 DNA 或 RNA 作为 它们 的 遗传 物质 。 本 部 分 描述 的 修复 过 程 不 能 作用 于 这 类 核酸 ， 因 
而 在 这 些 病毒 单 链 基因 组 中 发 生 永久 核 藻 酸 改变 的 概率 非常 高 。 看 起 来 似乎 只 有 具有 小 基因 
组 的 生物 体 才 付 得 起 代价 ， 将 它们 的 遗传 信息 编码 在 除 DNA 双 螺 旋 以 外 的 任何 分 子 中 。 

每 个 细胞 含有 多 种 DNA 修复 系统 ， 每 个 系统 都 有 自己 的 酶 以 及 识别 损伤 类 型 偏爱 性 。 
从 本 部 分 后 面 的 内 容 我 们 可 以 看 到 ， 这 些 系统 大 都 利用 双 螺 旋 未 受 损伤 的 链 作为 模板 以 修复 
损伤 链 。 
DNA 损伤 可 以 通过 多 种 途径 加 以 清除 

存在 多 种 DNA 修复 途径 ， 它 们 使 用 不 同 的 酶 ， 作 用 于 不 同 的 损伤 。 图 5-50 显示 了 两 种 

(A) 碱 基 切 除 修复 (B) 核酸 切除 修复 


be 
脱 和 氨基 的 胞 哮 喧 1 


/ 人 
pe en ee aes ,ETACGGTCTACTATGG 
y 结 的 碱 基 f 

CGAGTAGG GATGCCAGATGATACC 


核酸 本 | 


以 氧 键 连 
结 的 碱 基 


RE 
epee Wr 


ctMcecatctaciar MG 


GCT ATCC 


有 了 碱 革 缺 失 的 


CGAGTAGG 


“a 
CGGTCTACTATG 


~ AP AS DIN RAN DNA 解 旋 酶 0°" bh | 
SSRI RR 
GCT ATCC CTA G 
an 41 — BATA se ten 
BRN ae i | ia 
Mik 口 的 DNA 双 螺旋 
CGAGTAGG GATGCCAGATGATACE 
DNA JR AIN IMA BF O BEF A DNAR ABER 
DNA 连 接 酶 封闭 缺口 DNA MERI 
GcTcatce CTACGGTCTACTATGG 
CGAGTAGG GATGCCAGATGATACCE 


图 5-50 两 种 主要 的 DNA 修复 途径 的 比较 
CA) 碱 基 切 除 修复 。 该 途径 开始 于 一 种 DNA MEN. X RIRE DNA 糖苷 酶 去 除 DNA 中 的 偶尔 发 生 的 脱 氨基 的 
胞 喀 啶 。 在 该 糖苷 酶 〈 或 识别 一 种 不 同 的 措 伤 的 另 一 种 DNA SEED) 发 挥 作 用 之 后 ，ATP 内 切 核酸 酶 和 一 种 磷酸 二 酯 
酶 经 过 连续 作用 将 缺少 碱 基 的 糖 铝 酸 切 除 。( 这 些 相同 的 酶 直接 修复 脱 味 哈 位 点 -) 然后 ，DNA 聚合 酶 和 DNA 连接 酶 
将 此 单 核 昔 酸 的 缺口 填 平 。 结 果 就 是 将 偶然 脱 氨基 产生 的 口 恢复 成 C。AP 内 切 核酸 酶 名 字 的 由 来 是 因为 它 识别 含有 缺 
少 一 个 碱 基 的 脱氧 核糖 的 DNA 螺旋 中 任何 位 点 ; 这 种 位 点 可 因 竺 失 哇 叭 〈 脱 藉 叭 位 点 缺失 喀 啶 〈 脱 喀 啶 位 点 ) 而 
产生 。(B) 核 昔 酸 切 除 修复 。 在 一 个 多 酶 复合 体 识别 诸如 二 聚 体 这 样 宽大 的 损伤 后 〈 图 5-48)， 就 在 损伤 的 两 边 切 开 ， 
然后 与 之 结合 的 DNA 解 旋 酶 将 整个 损伤 链 部 分 移 开 。 细菌 中 的 多 酶 复合 体 留 下 图 中 所 示 的 12 个 核 苷 酸 缺 口 ， 人 类 
DNA 中 产生 的 缺口 比 这 个 要 大 2 倍 - 核 苷 酸 切除 修复 机 制 能 识别 并 修复 许多 不 同类 型 的 DNA 损伤 
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最 常见 的 途径 。 在 这 两 种 途径 中 ， 损 伤 被 切除 ， 最 初 的 DNA 序列 通过 DNA 聚合 酶 使 用 未 受 
损伤 的 链 作为 模板 得 以 恢复 ， 双 螺旋 中 剩余 的 断裂 则 由 DNA 连接 酶 进行 封口 (图 5-14) 。 

这 两 种 途径 的 不 同 点 在 于 从 DNA 移 走 损伤 的 方式 不 同 。 第 一 种 途径 ， 称 为 碱 基 切 除 修复 
(base excision repair)， 涉 及 一 系列 称 为 DNA 糖苷 酶 的 酶 ， 它 们 每 一 种 都 能 识别 DNA 发 生变 化 
的 特定 碱 基 ， 并 催化 将 其 水 解 去 除 。 这 些 酶 至 少 有 6 种 ， 包 括 消除 脱 氨基 的 Cs、 脱 氨基 的 As、 
各 种 类 型 的 碱 化 或 氧化 的 碱 基 以 及 开 环 的 碱 基 ， 碳 碳 双 键 意外 地 变 成 碳 碳 单 键 的 碱 基 的 酶 。 

图 5-50(A) 中 显示 的 尿 喀 啶 DNA 糖苷 酶 对 脱 氨 基 的 胞 喀 啶 的 去 除 ， 是 碱 基 切除 修复 这 
种 普遍 机 制 的 一 个 实例 。 发 生 改变 的 碱 基 是 如 何在 双 螺 旋 中 被 发 现 的 呢 ? 一 个 关键 的 步骤 是 
巾 酶 介 导 将 改变 的 核 苷 酸 从 螺旋 中 “ 翻 出 来 "， 使 得 酶 能 够 探测 所 有 受 损伤 碱 基 的 表面 CPL 5- 
51)。 有 人 认为 DNA 糖苷 酶 使 用 碱 基 跳 跃 的 方式 沿 DNA 移动 ， 对 每 个 碱 基 对 的 状况 进行 评 
估 。 一 旦 发 现 一 个 损害 碱 基 ，DNA 糖 背 酶 就 发 动 反应 ， 生 成 一 个 缺少 碱 基 的 脱氧 核糖 。 这 个 
“ 缺 掉 牙齿 ”的 部 位 被 一 种 称 为 AP 内 切 核酸 酶 的 酶 识别 ， 该 酶 能 切割 磷酸 二 酯 骨架 ， 然 后 损 
伤 被 移 走 并 修复 [图 5-50(A)]。 脱 味 叭 化 是 目前 为 止 发 现 的 DNA 遭受 的 最 频繁 的 一 种 损伤 类 
型 ， 它 也 能 产生 一 个 缺少 碱 基 的 脱氧 核糖 。 脱 味 叭 化 经 由 AP 内 切 核酸 酶 开始 ， 以 及 紧 接着 
的 图 5-50 (A) 所 示 的 后 部 分 途径 进行 直接 修复 。 


(B) 


图 5-51 由 碱 基 倒转 所 导致 的 DNA 中 异常 碱 基 的 识别 
DNA 糖 砷 酶 家 族 识 别 图 中 所 示 构象 的 特定 碱 基 ， 这些 酶 中 的 每 种 酶 切除 连接 特定 识别 的 碱 基 (黄色 ) 到 
糖 骨 架 上 的 糖 背 键 ， 从 而 将 其 从 DNA 去 除 。(A) 棒状 模型 ，(B) 空间 充满 模型 

第 二 种 主要 的 修复 途径 称 为 核 苷 酸 切 除 修复 (nucleotide excision repair)。 这 种 机 制 可 以 
修复 DNA 双 螺 旋 结构 内 几乎 任何 的 大 改变 所 导致 的 损伤 。 这 些 “大 损伤 ”包括 大 的 碳 氢 化 
合 物 〈 如 致癌 物 安息 香 比 林 ) 与 DNA 碱 基 发 生 共 价 反应 的 产物 ， 以 及 阳光 导致 的 各 种 喀 啶 
二 聚 体 (TT、T-C 和 C-C)。 在 这 条 路 径 中 ， 存 在 一 个 巨大 的 多 聚 复合 体 扫描 DNA 双 螺旋 
中 的 扭 昌 ， 而 不 是 特定 的 碱 基 变化 。 一 旦 发 现 一 个 大 损伤 ， 异 常 链 的 磷酸 二 酯 骨架 上 扭曲 的 
两 端 就 会 切 开 ， 通 过 DNA 解 旋 酶 的 作用 含有 这 个 损伤 的 寡 核 酸 就 会 从 DNA 双 螺 旋 脱 离 。 然 
后 DNA 螺旋 上 形成 的 巨大 的 缺口 就 由 DNA RARA DNA 连接 酶 进行 修复 [图 5-50(B)]。 


DNA 碱 基 的 化 学 促进 损伤 的 发 现 
DNA 双 螺旋 构建 似乎 最 适合 修复 。 上 面 提 到 过 ， 由 于 DNA 双 螺 旋 含有 遗传 信息 的 备 
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份 拷贝 ， 所 以 如 果 一 条 链 损伤 了 ， 另 一 条 完好 的 链 可 以 用 作 修 复 的 模板 。 碱 基 的 特性 也 促 
进 区 分 受 损 和 未 受 损 的 碱 基 。 因 此 ， 每 个 可 能 发 生 的 脱 氨 基 化 在 DNA 中 都 产生 一 个 不 正 
常 的 碱 基 ， 它 能 直接 被 识别 ， 并 被 特异 DNA 糖苷 酶 清除 。 例 如 ， 次 黄 味 叭 是 最 简单 的 味 
叭 碱 基 ， 它 能 够 与 C 特异 配对 ， 但 它 是 A 的 直接 脱 氨 产 物 [ 图 5-52(A)]。 在 次 黄 味 吟 上面 
再 增加 一 个 氨基 就 得 到 G， 它 不 通过 自发 脱 氨 基 从 A 形成， 而 且 它 的 脱 氨基 产物 也 同样 是 
独特 的 。 

正如 第 6 章 讨 论 的 那样 ， 从 进化 时 间 比 例 来 考虑 ， 人 们 认为 RNA 早 在 DNA 之 前 , 已 经 
作为 遗传 物质 。 而 且 似 乎 遗传 密码 最 初 携带 在 A、C、G 和 U 这 4 个 核 苷 酸 中 。 这 引发 了 另 
一 个 问题 ， 为 什么 RNA 中 的 U EDNA 中 被 (TT 是 与 5- 甲 基 U) 取代 了 呢 ? 我 们 已 经 看 到 
C 的 自发 脱 氨基 将 其 转化 为 U， 但 是 这 个 事件 因 尿 哮 啶 DNA 糖苷 酶 作用 变 得 相对 无 害 。 然 
而 , 如果 DNA 将 U 作为 正常 的 碱 基 ， 修 复 系统 将 难以 区 分 脱 氨基 的 C 和 自然 存在 的 U。 

TEP HED DNA 中 存在 一 种 特殊 情况 ， 特 殊 的 C-G 序列 中 的 C 核 背 酸 被 甲 基 化 ， 这 些 
被 甲 基 化 的 序列 与 失 活 的 基因 相关 (讨论 见 第 7 章 )。 这 些 甲 基 化 的 C 偶尔 发 生 脱 氨基 化 ， 生 
成 自然 的 核 苷 酸 T[ 图 5-52(B)]， 与 互补 DNA 链 上 的 G 形成 错 配 。 为 了 帮助 修复 脱 氨基 的 C 
核 苷 酸 ， 一 种 特殊 的 DNA 糖苷 酶 识别 序列 T-G 中 的 涉及 T 工 的 错 配 碱 基 对 ， 并 去 除 T。 然 而 ， 
这 种 修复 机 制 必须 比较 有 效 ， 因 为 甲 基 化 的 CERE DNA 常常 发 生 突变 的 位 点 。 引 人 注 
意 的 是 ， 尽管 人 类 DNA 中 的 CHEMIA 3 站 的 发 生 甲 基 化 ， 但 是 这 些 甲 基 化 的 核 苷 酸 中 发 
生 的 突变 约 占 人 类 遗传 疾病 中 已 观察 到 的 单 碱 基 突变 的 1/3。 


双 链 断裂 被 有 效 地 修复 


一 种 具有 潜在 危险 的 DNA 损伤 类 型 是 双 螺 旋 两 条 链 都 发 生 断 裂 ， 使 得 没有 完好 的 模 链 
用 于 修复 。 这 种 类 型 的 断裂 是 由 离子 辐射 、 氧 化 试剂 、 复 制 错误 ， 或 者 细胞 内 某 些 代谢 产物 
引起 的 。 如 果 这 些 损伤 未 加 以 修复 ， 它 们 将 迅速 导致 染色 体 断 裂 成 更 小 的 片段 。 然 而 ， 细 胞 
进化 出 两 种 不 同 的 机 制 用 于 修复 潜在 的 损伤 。 最 容易 理解 的 一 种 是 非 同 源 末 端 连接 ， 在 这 种 
机 制 中 把 断裂 的 末端 并 列 后 由 DNA 连接 酶 重新 连接 起 来 ， 同 时 往往 在 连接 位 点 丢失 一 个 或 
多 个 核 背 酸 [ 图 5-53(A)]。 这 种 末端 连接 机 制 ， 可 以 看 作 是 修复 双 链 断裂 的 一 种 紧急 措施 ， 
是 哺乳 动物 细胞 内 常见 结果 。 尽 管 在 断裂 位 点 导致 DNA 序列 发 生 改变 〈 一 个 突变 )， 但 是 哺 
乳 动物 基因 组 只 有 很 小 一 部 分 编码 蛋白 质 ， 以 至 于 这 种 机 制 显然 是 一 种 可 接受 的 措施 ， 用 于 
保证 染色 体 完 整 性 。 前 面 讨 论 过 ， 端 粒 末端 的 特殊 结构 防止 染色 体 未 端 被 误 认为 是 断裂 的 
DNA， 因 此 保护 了 自然 的 DNA 末端 。 

一 种 甚至 更 加 有 效 的 双 链 断裂 修复 利用 了 一 个 事实 ， 就 是 双 倍 体 细胞 含有 每 个 双 螺旋 的 
两 个 拷贝 。 在 这 第 二 种 称 作 同 源 末 端 连 接 的 修复 途径 中 ， 一 般 性 重组 在 其 中 发 挥 作 用 ， 它 将 
核 背 酸 序列 信息 从 完整 的 DNA 双 螺 旋 上 转移 到 断裂 螺旋 中 的 双 链 断裂 处 。 这 种 反应 需要 特 
丈 的 重组 蛋白 ， 它 能 识别 两 条 染色 体 之 间 配 对 的 DNA 序列 ， 并 使 其 靠近 。 然 后 ，DNA 修复 
过 程 利用 完好 链 作 为 模板 ， 转 移 遗 传 信息 到 断裂 的 染色 体 ， 将 其 修复 且 不 改变 其 DNA 序列 
[图 5-53(B)]。 在 那些 DNA 已 修复 但 还 未 分 裂 的 细胞 中 ， 在 每 条 染色 体 的 两 条 姐妹 DNA 分 
子 之 间 能 迅速 地 进行 这 种 修复 ; 在 这 种 情况 下 ， 就 不 需要 断裂 的 末端 在 同 源 染 色 体 中 寻找 配 
对 的 DNA 序列 。 对 于 这 种 同 源 末 端 连接 反应 更 加 详细 的 分 子 机 制 将 在 本 章 后 面 讨论 ， 因 为 
它 要 求 对 细胞 进行 遗传 信息 重组 的 方式 有 一 个 大 致 的 了 解 。 除 在 人 类 中 存在 以 外 ， 这 种 DNA 
双 链 断裂 修复 方式 也 是 细菌 、 酵 母 和 果 蝇 ， 所 有 几乎 未 观察 到 非 同 源 DNA 末端 的 生物 中 最 
重要 的 修复 方式 。 
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图 5-52 DNA REMORA 


在 每 个 例子 中 该 反应 中 随 水 加 入 的 氧 原子 用 红色 表示 。(A) 当 DNA RE A 和 G 自发 脱 氨基 化 时 ， 其 产物 作为 异常 物 
加 以 识别 ， 因 此 容易 被 识别 和 修复 。C 和 U 的 脱 氨 基 已 在 前 面 图 5-47 说 明 ; T 没有 氨基 ， 不 能 用 于 脱 氨 基 化 。(B) Y 


椎 动物 DNA 中 大 约 3 和 的 C 核 苷 酸 都 甲 基 化 ， 以 帮助 调控 基因 表达 〈 讨 论 见 第 7 章 )。 
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图 5-53 修复 双 链 断裂 的 两 种 不 同类 型 的 末端 连接 
CA) 当 修 复 打 断 染色 体 时 ， 非 同 源 的 末端 连接 改变 原先 DNA 序列 。 这 些 改变 可 以 是 缺失 如 图 所 
W) 或 者 短片 段 插入 。(B) 同 源 的 末端 连接 更 难 完成 ， 但 要 精确 得 多 


在 对 DNA 损伤 的 应 答 中 细胞 能 产生 DNA 修复 栈 


细胞 已 经 进化 出 许多 机 制 ， 帮 助 它 所 在 难以 预料 的 危险 环境 中 存活 。 细 胞 环境 的 极端 变 
化 经 常会 激活 一 系列 基因 的 表达 ， 它 们 的 蛋白 质 产物 能 保护 细胞 不 受 这 种 变化 的 有 害 影响 。 
所 有 细胞 都 共同 存在 的 一 种 这 样 的 机 制 就 是 热 激 反 应 ， 它 因 细 胞 暴露 到 异常 高 温 时 激发 。 诱 
导 产 生 的 “ 热 激 蛋白 ”包括 某 些 帮 助 稳定 和 修复 部 分 变性 细胞 的 蛋白 质 ， 这 些 在 第 6 章 讨论 。 

细胞 还 拥有 一 种 机 制 ， 能 增加 DNA 修复 酶 的 水 平 ， 以 作为 对 严重 DNA 损伤 的 紧急 反 
应 。 研 究 最 清楚 的 例子 就 是 大 肠 杆 菌 中 的 所 谓 的 SOS 反应 (SOS response)。 在 这 种 细菌 内 ， 
任何 因 DNA 损伤 引起 的 复制 的 阻 断 ， 都 会 产生 信号 ， 诱 导 至 少 15 种 基因 的 转录 增加 ， 它 们 
中 许多 都 编码 在 DNA 修复 中 发 挥 作用 的 蛋白 质 。 这 种 信号 〈 认 为 是 过 量 的 单 链 DNA) 激活 
大 肠 杆菌 RecA 蛋白 质 (图 5-58)， 这 样 它 就 会 破坏 一 种 基因 调控 蛋白 ， 该 蛋白 质 正常 情况 下 
抑制 大 量 SOS 反应 基因 的 表达 。 

对 SOS 反应 过 程 中 不 同 部 分 缺陷 的 细菌 突变 进行 研究 后 证 明 ， 新 合成 的 蛋白 质 有 两 种 效 
应 。 首 先 ， 正 如 我 们 推测 的 ， 这 些 另外 的 DNA 修复 酶 的 诱导 增加 了 细胞 在 DNA 损伤 后 的 存 
活 率 。 其 次 ， 诱 导 蛋 白 中 有 些 通过 增加 DNA 复制 过 程 的 错误 量 短暂 地 增加 了 突变 率 。 这 些 
错误 的 产生 是 因为 合成 了 低 忠 实 度 的 DNA 聚合 酶 ， 它 利用 损伤 的 DNA 作为 DNA 合成 模板 。 
尽管 这 种 “错误 倾向 ”的 DNA 修复 可 能 对 单个 细菌 有 害 ， 但 是 估计 这 从 长 远 看 也 具有 好 处 ， 
因为 它 在 细菌 群落 中 产生 突 发 的 遗传 可 变性 ， 增 加 了 产生 更 能 在 改变 的 环境 中 生存 的 突变 体 
细胞 的 可 能 性 。 

人 类 细胞 至 少 含有 10 种 小 的 DNA 聚合 酶 ， 它 们 中 许多 作为 最 后 的 手段 特异 性 地 参与 复 
制 DNA 模板 中 未 修复 的 损伤 处 。 这 些 聚 合 酶 分 子 每 一 种 都 有 机 会 加 入 一 个 或 多 个 核 芽 酸 ， 
因为 这 些 酶 在 拷贝 正常 DNA 序列 时 都 是 极其 倾向 出 错 的 。 尽 管 有 关 这 些 令 人 着 迷 的 反应 的 
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细节 还 未 完全 和 弄 清 楚 ， 但 是 它们 提供 了 完美 的 证 据 ， 表 明生 物体 在 精心 地 维护 它们 的 DNA 
序列 。 


DNA 损伤 延迟 了 细胞 周期 的 进程 


我 们 刚才 看 到 了 细胞 含有 多 种 酶 系统 ， 它 们 能 识别 DNA 损伤 并 促进 这 些 损伤 的 修复 。 
由 于 代 代 相传 时 维持 完好 未 受 损 的 DNA 的 重要 性 ,细胞 具有 了 另 一 种 机 制 帮助 它们 应 对 
DNA 损伤 : 它们 能 延迟 细胞 周期 的 进程 直到 DNA 完成 了 修复 。 例如， 在 应 答 大 肠 杆菌 SOS 
信号 时 表达 的 基因 有 一 种 是 sulA， 它 编码 一 种 细胞 分 裂 的 抑制 物 。 因 此 ， 当 在 对 DNA 损伤 
做 的 应 答 中 细胞 开启 SOS 功能 时 ， 就 会 阻碍 细胞 分 裂 ， 以 延长 时 间 供 修复 。 当 DNA 修复 完 
成 时 ，SOS 基因 的 表达 受到 抑制 ， 细 胞 周期 继续 进行 ， 完 好 的 DNA 就 会 分 离 到 子 代 细胞 中 。 

真 核 生 物 中 损伤 的 DNA 也 产生 信号 阻 断 细 胞 周期 的 进程 。 第 17 章 将 详细 地 讨论 ， 细 胞 
周期 有 条 不 认 地 进行 是 通过 利用 “检查 点 ”确保 在 开始 下 一 步 之 前 ， 上 一 步 已 完成 了 。 在 这 
些 细胞 周期 检查 点 中 的 几 个 检查 点 ， 如 果 发 现 损伤 DNA 细胞 周期 会 停 下 来 。 因 此 ， 在 酵母 
中 DNA 损伤 的 存在 会 阻止 细胞 周期 进入 G 期 ，DNA 复制 一 旦 开始 就 会 减 慢 速度 ;而 且 它 
还 能 阻止 S 期 向 M 期 的 过 渡 。DNA 损伤 导致 许多 DNA 修复 酶 的 合成 增加 ， 而 周期 的 延迟 为 
修复 的 完成 提供 所 需 的 时 间 ， 因 而 进一步 促进 了 修复 。 

这 些 对 DNA 损伤 做 出 应 答 的 特殊 信号 转 导 机 制 的 重要 性 ， 从 编码 ATM 蛋白 (一 种 大 的 
蛋白 激酶 ) 基因 存在 缺陷 的 出 生 的 人 的 表 型 中 得 到 说 明 。 这 些 个 体 患 有 共 济 失调 毛细 管 扩张 
(AT)， 其 症状 包括 神经 退行 性 变 ， 容 易 得 癌症 ， 以 及 基因 组 不 稳定 。 在 人 类 和 酵母 中 ， 都 需 
要 ATM 和 蛋白质 来 生成 最 初 的 细胞 内 信号 ， 对 氧化 导致 的 DNA 损伤 做 出 应 答 。 这 种 蛋白 质 存 
在 缺陷 的 生物 个 体 对 于 引起 这 类 损伤 的 试剂 ， 如 离子 辐射 ， 表 现 出 超 敏 感性 。 


小 结 


遗传 信息 能 够 在 DNA 序列 中 稳定 储存 ， 只 是 因为 大 量 的 DNA 修复 酶 不 断 地 扫描 DNA 
并 置换 出 任何 受 损 的 核 符 酸 。 大 多 数 类 型 的 DNA 修复 依赖 于 DNA 双 螺 旋 每 条 链 上 都 存在 遗 
传 信息 单独 的 一 份 措 贝 。 因 此 ， 一 条 链 上 偶尔 的 损伤 能 够 被 修复 酶 切除 ， 并 通过 参考 完好 链 
中 的 信息 合成 出 正确 的 链 。 

大 部 分 的 DNA 碱 基 损 伤 通过 两 条 主要 的 DNA 修复 途径 之 一 加 以 切除 。 在 碱 基 切 除 修复 
中 ， 改 变 的 碱 基 由 DNA 糖 葵 酶 移 走 ， 再 将 所 产生 的 糖 磷酸 进行 切割 。 在 核 葵 酸 切除 修复 中 ， 
损伤 周围 DNA 链 的 一 小 部 分 从 DNA 双 螺 旋 中 作为 赛 核 蔡 酸 移 走 。 在 两 种 情况 下 ， 在 DNA 
上 留 下 的 缺口 通过 DNA 聚合 酶 和 DNA 连接 酶 利用 未 受 损 的 DNA 链 作 为 模板 ,连续 作用 后 
填补 完整 。 

其 他 一 些 关键 的 修复 系统 ， 基 于 非 同 源 或 同 源 末端 连接 机 制 ， 将 DNA 螺旋 中 偶然 发 生 
的 双 链 重新 封闭 起 来 。 在 大 多 数 细胞 中 ，DNA 损伤 水 平 的 增高 不 仅 引 起 修复 酶 增加 ， 还 会 造 
成 细胞 周期 的 延迟 。 这 两 种 因素 帮助 保证 在 细胞 分 裂 之 前 ，DNA 损伤 得 以 修复 。 


一 般 性 重组 


在 前 面 两 个 部 分 ， 我 们 讨论 了 细胞 内 维持 DNA 序列 代 代 相传 时 基本 不 变 的 机 制 。 然 而 

另 一 方面 也 很 明显 ， 就 是 这 些 DNA 序列 偶尔 能 重新 排列 。 任 何 个 体 基因 组 中 基因 的 特定 组 

合 ， 以 及 这 些 基 因 表 达 的 时 间 和 水 平 ， 都 常常 因 这 种 DNA 重 排 发 生 改 变 。 在 一 个 群体 内 ， 
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这 类 遗传 变化 对 于 使 生物 能 够 相应 于 改变 的 环境 进行 进化 很 关键 。DNA 重 排 是 由 一 系列 机 制 
引起 的 ， 这 些 机 制 一 起 称 为 遗传 重组 (genetic recombination) 。 通 常 认为 存在 两 类 广泛 意义 
上 的 重组 一 一 一 般 性 重组 和 位 点 特异 性 重组 。 本 章 这 一 部 分 我 们 首先 讨论 第 一 种 机 制 ， 下 一 
部 分 我 们 讨论 第 二 种 。 

在 一 般 性 重组 (general recombination) 中 〈 也 称 为 同 源 重组 )， 遗 传 交换 发 生 在 一 对 同 
W DNA 序列 之 间 。 它 们 通常 位 于 相同 染色 体 的 两 份 拷贝 上 ， 尽 管 具有 相同 核 并 酸 序列 的 其 
他 DNA 分 子 也 能 够 参与 。 一 般 性 重组 反应 对 于 每 个 增殖 细胞 都 很 重要 ， 因 为 几乎 每 一 轮 
DNA 复制 都 可 能 发 生 事故 ， 干 扰 复制 叉 前 进 ， 因 而 需要 一 般 性 重组 机 制 进行 修复 。 有 关 复制 
与 重组 之 间 的 紧密 相互 作用 的 细节 仍然 没有 完全 了 解 ， 但 是 其 中 包括 了 使 用 同 源 末 端 连 接 反 
应 (图 5-53) 的 变种 ， 以 重新 起 动 在 亲 代 DNA 模板 遇 上 断裂 而 停止 的 复制 又 。 

一 般 性 重组 对 于 真菌 、 植 物 和 动物 中 有 丝 分 裂 过 程 中 染色 体 的 准确 分 离 也 很 重要 (图 20- 
11)。 其 结果 产生 染色 体 的 交 联 ， 进 一 步 导致 部 分 遗传 信息 发 生 交换 ， 并 在 每 条 染色 体 上 形成 
DNA 序列 的 重新 组 合 。 这 种 基因 混合 对 于 进化 的 好 处 是 如 此 的 显而易见 ， 以 至 于 由 一 般 性 重 
组 引起 的 基因 重 排 不 只 局 限于 多 细胞 生物 内 发 生 ， 在 单 细胞 生物 中 也 广泛 存在 。 

一 般 性 重组 机 制 的 本 质 特征 似乎 在 所 有 生物 体 中 都 相似 。 我 们 所 了 解 的 有 关 遗 传 重组 化 
学 知识 中 ， 大 部 分 最 初 都 来 源 于 对 细菌 ， 特 别 是 大 肠 杆菌 及 其 病毒 的 研究 ， 还 有 在 简单 真 核 
生物 中 如 酵母 中 进行 的 实验 。 对 于 这 些 世代 时 间 短 ， 基 因 组 相对 较 小 的 生物 来 讲 ， 有 可 能 分 
离 出 大 量 在 重组 过 程 存 在 缺陷 的 突变 体 。 然 后 对 每 种 突变 体 中 发 生 改 变 的 蛋白 质 进行 鉴定 后 
就 能 鉴定 和 描绘 特征 催化 一 般 性 重组 的 蛋白 质 的 集合 。 最 近 ， 已 经 在 果 蝇 、 小 鼠 和 人 类 中 发 
现 了 这 些 蛋 白质 的 同 源 物 ， 并 对 它们 的 特征 做 了 大 量 的 描述 。 


一 般 性 重组 由 两 个 同 源 DNA 分 子 间 碱 基 配 对 互 作 指导 进行 


有 丝 分 裂 中 观察 到 的 广泛 的 一 般 性 重组 具有 以 下 特征 ,原本 位 于 不 同 染 色 体 上 的 两 个 
同 源 DNA 分 子 发 生 “ 交 换 "， 也 就 是 说 ， 它 们 的 双 螺 旋 发 生 断 裂 ， 然 后 两 个 断裂 的 末端 与 相 
反 的 同 源 链 连接 起 来 ， 重 新 形成 两 条 完好 的 双 螺 旋 ， 每 个 都 由 两 条 最 初 的 DNA 分 子 组 成 
(图 5-54)。@ 交 换 的 位 点 (也 就 是 图 5-54 中 红色 双 蜡 旋 与 绿色 双 螺 旋 连 接 的 位 点 ) 可 能 位 于 
两 条 参与 重组 的 DNA 分 子 的 同 源 核 酸 序列 中 任何 位 置 。@ 在 发 生 交 换 的 位 点 ， 其 中 一 
DNA 分 子 上 的 一 条 链 与 另 一 DNA 分 子 上 的 一 条 链 形成 碱 基 配对 ， 产 生 一 个 异 源 双 链 连 接 ， 
将 两 个 双 螺旋 连接 起 来 〈 图 5-55) 。 这 个 异 源 双 链 区 域 可 以 长 达 几 千 个 碱 基 对 ; 我 们 将 在 后 面 
解释 它 是 如 何 形成 的 。 图 在 交换 位 点 没有 核 苷 酸 序列 发 生 改 变 ; 通常 也 进行 一 些 DNA 复制 ， 
但 是 断裂 和 再 连 的 过 程 如 此 精确 ， 以 至 于 没有 任何 一 个 核 苷 酸 丢失 或 增加 。 除 了 精确 以 外 ， 
一 般 性 重组 形成 具有 新 序列 的 DNA 分 子 : 异 源 双 链 连接 能 够 容纳 一 小 段 错 配 的 碱 基 对 ， 更 
重要 的 是 ， 这 两 个 交叉 的 DNA 分 子 ， 在 发 生 连 接 的 两 个 未 端 常常 不 一 样 。 因 此 ， 就 形成 了 
组 后 新 的 DNA 分 子 (重组 染色 体 )。 

一 般 性 重组 机 制 确保 了 两 个 DNA 双 螺旋 只 有 当 它 们 含有 一 段 序列 相似 〈 同 源 ) 的 区 域 
时 ， 才 能 够 进行 交换 反应 。 一 条 长 的 异 源 双 链 连 接 的 形成 要 求 这 种 同 源 性 ， 因 为 它 涉及 最 初 
两 个 双 螺旋 互补 的 两 条 链 形成 的 一 长 段 互 补 配对 区 域 。 但 是 ， 这 个 异 源 双 链 连接 是 怎样 产生 
的 以 及 交叉 位 点 上 两 个 同 源 区 域 的 DNA 是 怎样 彼此 识别 的 呢 ? 我 们 将 会 看 到 ， 识 别 发 生 在 
称 为 DNA 联 会 (DNA synapsis) 的 过 程 。 在 此 期 间 来 自 两 条 DNA 分 子 的 互补 链 之 间 形 成 碱 
基 配 对 。 接 着 这 个 碱 基 配 对 进行 延伸 ， 指 导 一 般 性 重组 过 程 的 进行 ,使 其 在 含有 长 段 配对 
(或 几乎 配对 的 ) DNA 序列 区 域 的 两 个 DNA 分 子 之 间 发 生 。. 
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两 个 同 源 DNA 双 螺旋 
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图 5-54 一 般 性 重组 图 5-55 异 源 双 链 连 接 
两 条 DNA 双 螺旋 的 断裂 和 再 连接 产生 两 个 该 结构 将 两 个 发 生 交换 的 DNA 分 子 连接 起 来， 
“交叉 ”的 DNA 分 子 。 在 减 数 分 裂 中 ， 这 个 过 这 种 连接 通常 长 达 数 千 核 帮 本 
各 引起 生殖 细胞 中 每 条 染色 体 含有 从 父亲 和 二 

亲 遗 传 的 基因 混合 物 


减 数 分 裂 重 组 由 双 链 DNA 断裂 引起 


两 条 完好 的 DNA 双 螺旋 之 间 并 不 能 发 生 大 量 的 碱 基 配对 相互 作用 。 因 此 ， 对 减 数 分 列 
期 间 发 生 一 般 性 重组 很 关键 的 DNA 联 会 只 有 在 来 自 其 中 一 个 DNA 螺旋 的 一 条 链 已 经 暴露 ， 
且 它 的 核 苷 酸 能 够 与 另 一 个 DNA 螺旋 发 生 配对 之 后 才能 开始 进行 。 在 缺乏 直接 的 实验 证 据 
时 ， 人 们 提出 许多 理论 模型 ， 它 们 基于 这 样 的 观点 ， 就 是 一 个 DNA 螺旋 的 两 条 链 中 ， 只 需 
要 有 一 条 链 发 生 断 裂 ， 以 暴露 出 DNA 联 会 所 需要 的 DNA 链 。 人 们 认为 这 个 在 磷酸 二 酯 骨架 
上 发 生 的 断裂 ， 使 得 存在 切口 的 链 末 端 中 的 一 个 与 其 碱 基 配 对 的 互补 链 分 离 ， 并 使 它 能 够 自 
由 地 与 另 一 个 完整 的 DNA 螺旋 形成 一 个 短 的 异 源 双 链 连 接 ， 从 而 开始 了 联 会 过 程 。 这 种 模 
型 在 理论 上 是 合理 的 ， 因 此 将 近 30 年 内 教科 书 都 这 样 描述 。 

在 19 世纪 90 年 代 早期 ， 出 现 了 许多 灵敏 的 生物 化 学 技术 ， 可 以 用 来 确定 在 有 丝 分 裂 不 
同时 期 酵母 染色 体 中 形成 的 重组 中 间 物 的 实际 结构 。 这 些 研究 表明 ， 一 般 性 重组 由 一 种 特殊 
的 内 切 核酸 酶 起 动 ， 它 能 同时 切断 双 螺旋 的 两 条 链 ， 使 DNA 分 子 完全 断裂 开 。 断 裂 处 的 5' 
端 由 一 种 外 切 核酸 酶 向 内 酶 切 ， 产 生 一 个 突出 的 3 ' 端 单 链 。 正 是 这 些 单 链 找到 与 其 配对 的 同 
源 DNA 螺旋 ， 导 致 在 父 代 和 母 代 染 色 体 之 间 形成 “连接 分 子 ”( 图 5-56) 。 

下 一 部 分 ， 我 们 开始 解释 DNA 单 链 是 如 何 能 “找到 ” 同 源 双 链 DNA 分 子 ， 从 而 开始 
DNA 联 会 的 。 
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SEREA 


DNA 杂交 为 一 般 性 重组 中 碱 基 配 对 步骤 提 a 
供 了 一 种 简单 模型 


对 于 一 般 性 重组 的 联 会 步骤 中 起 中 心 作用 的 碱 基 配 
对 相互 作用 过 程 ， 其 最 简单 的 形式 可 以 通过 在 试管 中 使 
DNA 由 分 开 的 两 条 单 链 重 新 形成 双 螺旋 来 进行 模拟 。 
这 个 过 程 称 为 DNA 复 性 或 者 杂交 (hybridization), 24 
出 现 罕见 的 随机 碰撞 将 两 条 配对 的 DNA 单 链 上 的 互补 
核酸 序列 并 排 在 一 起 的 时 候 ， 就 会 发 生 杂交 ， 从 而 在 这 
两 条 单 链 间 形成 一 小 段 双 螺 旋 。 这 个 相对 较 慢 的 螺旋 成 ”3 
核 步骤 后 面 ， 接 着 就 是 迅速 的 “拉链 ”步骤 ， 此 时 双 螺 
旋 区 域 延展 开 ， 使 发 生 配对 互相 作用 的 碱 基数 目 最 大 化 
(图 5-57), 

通过 这 种 方式 形成 新 的 双 螺 旋 要 求 发 生 退 火 的 两 条 
链 处 于 开放 的 ， 未 折 短 的 构象 。 申 于 这 个 原因 ， 体 外 杂 
交 反 应 部 在 高 温 或 存在 有 机 溶剂 如 甲 酰胺 的 条 件 下 进 
行 ; 这 些 条 件 使 一 条 单 链 内 因 自 身 回 折 ， 发 生 碱 基 配 对 
用 形成 的 短发 卡 螺旋 解 链 。 大 部 分 细胞 在 这 种 剧 
烈 条 件 下 都 不 能 存活 ， 因 而 换 用 单 链 DNA 结合 (SSB) 
蛋白 将 发 卡 螺旋 解 链 ， 并 帮助 与 它们 的 互补 单 链 退 火 。 
该 蛋白 对 于 DNA 复制 (前面 描述 过 ) 以 及 一 般 性 重组 
都 很 重要 ， 它 牢固 而 且 协同 地 结合 到 DNA 上 所 有 单 链 
DNA 区 域 的 糖 -磷酸 骨架 上 ， 使 它们 保持 碱 基 裸 露 的 延 
展 构 型 (图 5-17 和 图 5-18)。 在 这 种 伸展 构 型 中 ,一 条 父系 及 母系 染色 
DNA 单 链 可 以 有 效 地 和 一 条 核 香 三 确 酸 分 子 CDNA 复 kere 
制 中 ) 或 者 另 一 条 DNA 单 链 中 互补 部 分 进行 配对 ( 作 SSE 生生 全 
为 遗传 重组 过 程 的 一 部 分 )。 双 链 断裂 时 ， 就 会 开始 此 过 程 。 然 后 外 切 核酸 

一 般 性 重组 的 联 会 步 怠 中 ， 一 条 DNA 单 链 要 找到 prapt MERA, WERA 
的 伴侣 分 子 是 一 条 DNA 双 螺 旋 ， 而 不 是 另 一 条 单 链 一 条 染色 体 上 的 同 源 区 域 并 开始 DNA 联 会 ， 形 
DNA (图 5-56)。 下 一 部 分 ， 我们 来 看 重组 过 程 中 细胞 成 的 连接 分 子 最 终 能 由 选择 性 链 切 制 拆 分 ， 产 
是 如 何 完成 允许 DNA 进行 杂交 的 关键 事件 的 ， 一 条 单 EATER CRE MRH 
fit DNA 开始 侵入 到 DNA 双 螺 旋 中 。 


RecA 蛋白 及 其 同 源 蛋白 质 使 DNA 的 一 条 单 链 能 够 与 DNA 双 螺 旋 的 
同 源 区 域 配 对 

一 般 性 同 源 重组 比 刚才 描述 的 有 单 链 DNA 参与 的 简单 杂交 反应 更 加 复杂 ， 它 需要 几 种 
特殊 蛋白 质 。 尤 其 是 大 肠 杆菌 RecA 蛋白 在 染色 体 间 重 组 过 程 中 发 挥 中 心 作 用 ， 它 和 酶 母 、 
小 鼠 以 及 人 类 中 的 同 源 蛋 白质 使 联 会 成 为 可 能 (图 5-58). 

与 单 链 DNA 结合 蛋白 类 似 ,这 种 RecA 蛋白 牢固 地 而 且 以 一 长 串 的 形式 协同 地 结合 到 单 
BEDNA 上 ， 形 成 核 蛋 白 纤 丝 。 由 于 每 个 RecA 单 体 不 止 一 个 DNA 结合 位 点 ， 所 以 一 个 RecA 


“但 系 染 色 休 B 
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非 配对 交互 作用 配对 交互 作用 


A 
号 A A 
A 
c B B 
B 
c 螺 放 成 核 现象 迅速 扣 紧 è 
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D B 
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图 5-57 DNA 杂交 
在 依赖 于 两 条 互补 DNA 链 随 机 碰撞 的 反应 中 ，DNA 双 螺 旋 能 从 两 条 分 开 的 链 重 新 形成 。 大 多 数 这 种 碰撞 都 不 会 
有 什么 结 如 左 图 所 示 ， 但 是 也 有 一 些 导 致 形成 互补 碱 基 配对 的 短 区 域 〈 螺 旋 成 核 作 用 )。 接 着 迅速 的 拉链 反 
应 导致 形成 完整 的 双 螺旋 。 通 过 这 种 “尝试 与 错误 ”法 ， 即 使 在 数 百 万 不 配对 的 DNA 链 中 ， 一 条 DNA 链 也 会 
找到 与 其 互补 的 链 种 相关 的 ， 高 效 的 互补 链 DNA 序列 “尝试 与 错误 ”识别 似乎 起 始 了 所 有 的 一 般 性 重组 
事件 


(B) 


图 5-58 RecA 和 Rad51 蛋白 -DNA 纤 丝 的 结构 
CA) 结合 DNA 单 链 的 Rad51 蛋白 。Rad51 是 细菌 RecA 蛋白 的 人 源 同 源 蛋白 质 ， 该 螺旋 纤 丝 
中 有 3 个 连续 的 单 体 着 以 彩色 。(B) 一 小 部 分 的 RecA 纤 丝 ， 该 蛋白 质 的 三 维 结构 与 电镜 显 微 
图 片 恰好 吻合 。 这 两 个 DNA- 蛋 白质 纤 丝 看 起 来 很 相似 。 每 一 图 螺旋 大 约 有 6 个 RecA 单 体 占据 
该 重 白质 展开 的 单 链 DNA 中 18 个 核 苷 酸 。 该 结构 中 DNA 确切 的 路 径 还 不 清楚 [(A) 经 Edward 
Egelnman 允许 后 使 用 ; (B) 引 自 X. Yu etal. J. Mol, Biol, 283: 9 992，1998] 


纤 丝 可 以 将 一 条 单 链 和 一 个 双 螺 旋 维 系 在 一 起 。 这 使 其 能 够 催化 DNA 双 螺 旋 和 单 链 DNA 同 
源 区 域 之 间 的 多 步 DNA 联 会 反应 。 通 过 一 个 三 链 中 间 产 物 ， 其 中 DNA 单 链 与 双 链 DNA 分 
子 大 沟 中 的 螺旋 上 暴露 出 来 的 碱 基 形成 短暂 的 碱 基 配对 ， 使 得 双 链 DNA 打开 之 前 ， 就 已 确 
定 出 同 源 区 域 (图 5-59)。 这 个 反应 起 动 了 前 面 图 5-56 中 显示 的 配对 过 程 ， 因 而 它 起 动 了 两 


个 重组 DNA 双 螺 旋 之 间 链 的 交换 。 
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三 链 结构 


图 5-59 RecA 蛋白 催化 的 DNA RE 
体外 实验 显示 ，RecA 蛋白 〈 红 色 ) 覆盖 的 DNA 单 链 和 DNA NRK GRE) 之 间 形 成 几 种 类 型 的 复合 体 。 首 先 形成 的 
一 个 非 碱 基 配 对 的 复合 物 ， 一 旦 发 现 同 源 区 域 ， 它 通过 短暂 的 碱 基 翻 转 〈 图 5-51) 转变 为 一 个 三 链 结构 。 该 复合 物 不 稳 
定 ， 因 为 它 需 要 一 种 异常 的 DNA 形式 ， 并 且 它 延长 了 DNA 异 源 数量 〈 一 条 链 绿色 ， 一 条 链 红 色 )， 再 加 上 一 条 从 原先 
的 螺旋 被 取代 的 单 链 (绿色)。 因 此 ， 图 中 所 示 的 结构 向 左 迁 移 ， 纺 绕 “ 输 入 DNA” 同 时 ， 产 生 “ 输 出 DNA"， 净 结果 
是 产生 与 图 5-56 中 所 画 的 相同 的 DNA 链 交 换 (WÉ S. C West. Annu. Rev, Biochem. 61; 603~640, 1992) 


一 旦 发 生 了 DNA 联 会 ， 来 自 两 条 不 同 DNA 分 子 的 链 开始 配对 的 短 异 源 双 链 区 域 就 通过 
一 个 称 作 分 支 移动 的 过 程 扩大 。 在 任何 具有 相同 序列 的 两 条 单 链 DNA 要 与 互补 的 两 条 相同 
的 互补 链 配 对 的 地 方 ， 都 能 发 生 分 支 移动 ， 在 此 反应 过 程 中 ， 一 条 单 链 上 未 配对 的 区 域 取 代 
了 另 一 条 单 链 上 已 配对 的 区 域 ， 分 支点 向 前 移动 的 同时 却 不 改变 DNA 碱 基 对 的 总 数目 。 尽 
管 能 够 发 生 自 发 的 分 支 移动 ， 但 是 它 向 两 个 方向 同时 前 进 ， 所 以 基本 上 没有 任何 变化 ， 也 不 
可 能 有 效 地 完成 重组 过 程 [图 5-60(A)]。RecA 蛋白 催化 单方 向 的 分 支 移动 ， 容 易 形成 一 个 长 
达 几 千 个 碱 基 对 的 异 源 双 链 DNA 区 域 [图 5-60(B)] 。 
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图 5-60 体外 实验 中 观察 到 的 两 种 分 支 迁移 类 型 
(A) 自发 的 分 支 迁移 是 一 个 来 来 回回 ， 随 机 走动 的 过 程 ， 因 此 它 在 长 距离 中 几乎 不 移动 。(B) RecA 蛋白 指导 
的 分 支 迁 移 以 已 知 的 速率 向 同一 方向 前 进 ， 并 可 能 由 RecA 蛋白 纤 丝 在 DNA 单 链 上 的 极 化 装配 推动 ， 这 个 观察 
以 图 中 所 示 的 方向 进行 。 甚 至 更 加 有 效 地 催化 分 支 迁 移 的 特殊 DNA 解 旋 酶 也 参与 了 重组 〈 图 5-63) 
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催化 分 支 向 一 个 方向 移动 有 赖 于 RecA 蛋白 进一步 的 功能 。 除 了 具有 两 个 DNA 结合 位 点 
之 外 ，RecA 和 蛋白 也 是 一 个 依赖 DNA 的 ATP 酶 ， 它 有 另外 一 个 位 点 用 于 结合 并 水 解 ATP。 
这 个 蛋白 质 结合 ATP 时 比 结合 ADP 时 与 DNA 结合 得 更 牢固 。 此 外 ,结合 有 ATP 的 新 
RecA 分 子 优先 加 入 到 RecA 和 蛋白 纤 丝 末端 ， 然 后 ATP 水 解 成 ADP。 因 此 ，DNA 上 形成 的 
RecA 蛋白 纤 丝 可 能 与 肌 动 蛋白 微 管 构成 的 细胞 骨架 纤 丝 一 样 ， 具 有 某 些 共同 的 动力 学 特征 
(讨论 见 第 16 章 )。 例 如 ， 该 蛋白 质 能 向 一 个 方向 沿 一 条 DNA 链 “ 稳 态 活动 ”的 能 力 可 以 驱 
动 图 5-60 (B) 中 显示 的 分 支 移动 反应 。 


真 核 生物 中 存在 RecA 蛋白 的 多 种 同 源 蛋 白质 ， 它 们 每 一 种 都 特 化 后 具 
有 特异 的 功能 


将 真 核 生物 中 催化 基本 遗传 功能 的 蛋白 质 与 细菌 〈 如 大 肠 杆 菌 )》 中 的 类 似 蛋白 质 比较 以 
后 ， 通 常会 发 现存 在 进化 上 相关 的 蛋白 质 ， 它 们 催化 相似 的 反应 。 然 而 ， 在 许多 情况 下 ， 多 
种 真 核 生 物 的 同 源 蛋白 质 取代 了 特定 的 细菌 蛋白 质 ， 它 们 特 化 后 具有 细菌 蛋白 质 某 一 方面 的 
特殊 功能 。 

这 种 结论 也 适用 于 大 肠 杆菌 的 RecA 蛋白 : 人 类 和 小 鼠 至 少 有 7 种 RecA 同 源 蛋 白质 。 推 
测 每 一 种 同 源 蛋 白质 都 具有 一 种 特殊 的 催化 活性 ， 以 及 自身 的 一 套 辅 助 蛋白 质 。Rad51 蛋白 
是 酵母 、 小 鼠 以 及 人 类 中 一 种 特别 重要 的 RecA 蛋白 ; 在 体外 实验 中 ， 它 催化 一 条 单 链 DNA 
和 一 条 DNA 双 螺 旋 之 间 的 联 会 反应 。 对 Rad51 蛋白 进行 突变 的 遗传 研究 表明 ， 这 个 蛋白 质 
对 上 述 三 种 生物 都 很 重要 ， 因 为 需要 它 来 修复 每 个 正常 的 S 期 中 意外 断裂 的 复制 又 。 这 个 蛋 
白质 正确 地 发 挥 功能 需要 多 种 辅助 蛋白 质 。 其 中 2 个 ，Brcal 和 Brea? 蛋白 ,首先 被 发 现 ， 因 
为 它们 基因 发 生 的 突变 能 够 在 人 类 后 代 继承 下 来 ， 使 它们 患 乳 腺 癌 的 频率 大 大 增加 。 去 掉 
Rad51 蛋白 会 杀 死 细胞 ， 而 这 样 一 种 辅助 蛋白 质 的 改变 能 导致 Rad51 功能 发 生 较为 温和 的 改 
变 ， 这 些 改变 被 认为 导致 DNA 损伤 的 积累 ，DNA 损伤 的 积累 在 一 小 部 分 的 细胞 中 经 常 产生 
i (图 23-11)。 

真 核 生物 中 不 同 的 RecA 同 源 蛋 白 专门 用 于 减 数 分 裂 或 者 其 他 了 解 较 少 的 类 型 独特 
的 DNA 联 会 事件 。 有 可 能 只 有 当 特 殊 的 DNA 结构 或 细胞 内 条 件 允 许 该 蛋白 质 结合 到 某 个 位 
点 时 ， 每 一 种 真 核 生物 RecA 同 源 蛋白 才 会 结合 到 一 条 DNA 单 链 上 ， 起 动 一 般 性 重组 的 


一 般 性 重组 常常 涉及 一 个 Holliday 连接 的 形成 


在 两 条 不 同 双 螺 旋 之 间 交换 第 一 条 单 链 的 联 会 过 程 推测 可 能 是 一 般 性 重组 中 缓慢 且 困难 
的 步骤 (图 5-56)。 此 步 以 后 ， 延 伸 配 对 区 域 以 及 在 两 个 DNA 螺旋 之 间 建 立 进一步 的 链 交 换 
就 会 迅速 地 进行 。 在 大 多 数 情况 下 ， 结 果 形 成 一 个 重要 的 重组 中 间 物 ，Holliday 连接 (也 称 
为 交叉 链 互 换 ) 。 

在 Holliday 连接 (Holliday juncton) 中 ,两 条 最 初 配对 的 同 源 DNA 螺旋 通过 相互 交换 
4 条 链 中 的 两 条 得 以 维系 在 一 起 ， 每 一 个 螺旋 提供 一 条 链 。 如 图 5-61 (AD 所 示 ， 可 以 认为 
Holliday 连接 含有 两 对 链 : 一 对 交叉 链 和 一 对 非 交 叉 链 。 然 而 ， 通 过 特殊 蛋白 质 催化 的 一 系 
列 旋转 运动 ， 这 个 结构 能 够 发 生 异 构 化 ， 形 成 一 个 更 加 开放 的 结构 ， 其 中 两 对 链 占据 相等 的 
位 置 [图 5-61(B) 和 图 5-62]。 反 过 来 ， 这 个 结构 也 能 异 构 化 ， 形 成 很 像 最 初 连接 的 构象 ， 除 了 
交叉 链 已 转变 成 非 交 叉 链 以 外 ， 反 之 亦 然 [图 5-61(C)]。 
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5-61 Holliday 连接 及 其 异 构 化 
正如 文中 描述 的 那样 ， 一 般 性 重组 中 的 联 会 步骤 是 由 结合 DNA 单 链 的 RecA KARANE. Bb 
后 面 常常 是 由 此 彼此 配对 的 两 条 DNA 双 螺 旋 之 间 发 生 链 互 换 。 这 种 交换 形成 一 种 称 为 Hol 连接 的 
独特 DNA 结构 ， 该 结构 以 首先 提出 它 的 形成 的 科学 家 命名 。 CA) 最 初 形成 的 结构 含有 两 条 交叉 (内 
部 ) 和 两 条 未 交叉 〈 外 部 ) 的 链 。(B) Holliday 连接 的 异 构 化 产生 一 个 开放 的 对 称 结构 。(C) 进一步 的 
异 构 化 能 互相 转换 交叉 和 未 交叉 链 ， 形 成 一 个 在 其 他 情况 下 与 (A 相同 的 结 


- 旦 Hollidy 连接 形 -个 开放 的 结构 ， 一 系列 
的 特殊 蛋白 质 就 会 加 入 到 连接 中 来 : 这 些 蛋 白质 中 有 
-种 使 用 ATP 水 解释 放 的 能 量 沿 两 个 螺旋 迅速 地 移动 
交叉 点 (两 个 DNA 螺旋 发 生 连 接 的 位 点 )， 将 异 源 双 
链 DNA 区 域 向 远 处 延伸 〈 图 5-63) 。 

为 了 重新 形成 两 个 分 开 的 DNA 螺旋 ， 并 且 因此 
结束 交换 过 程 ，Holliday 连接 中 连接 两 个 螺旋 的 链 必 
须 最 终 切 断 ， 整 个 过 程 称 作 拆 分 。 有 两 种 方 可 以 拆 分 
Holliday 连接 。 在 其 中 一 种 方式 中 ， 最 初 的 一 对 交叉 
链 被 切断 [入 侵 或 内 侧 链 , 见 图 5-61(A)]。 在 这 种 情 
况 下 ， 两 条 最 初 的 DNA 螺旋 彼此 分 离 ， 几 乎 不 发 生 
变化 ,交换 了 形成 异 源 双 链 的 单 链 DNA。 在 另 一 种 
方式 中 ， 最 初 的 一 对 非 交叉 链 被 切断 [图 5-61(C) 中 的 
内 侧 链 ]。 现 在 结果 将 深远 得 多 : 形成 两 条 重组 染色 
体 ， 通 过 交换 事件 相互 交换 了 双 链 DNA 的 大 部 分 片 
BE (图 5-64) 。 

遗传 分 析 表 明 ， 在 重组 过 程 中 很 容易 形成 长 达 几 


0.5 nm 


图 5-62 Holliday 连接 的 电子 显 微 照片 
这 幅 Holliday 连接 的 图 对 应 于 图 5-61(B) 中 显 


千 碱 基 对 的 异 源 双 链 区 域 。 下 面 将 会 描述 ， 对 这 些 异 示 的 开放 结构 (经 Huntington Potter 和 David 


源 双 链 (通常 由 几乎 相同 片段 的 互补 链 组 成 ) 的 加 工 Dressler 允许 后 使 用 ) 
能 进一步 改变 最 终 产 生 的 DNA 螺旋 的 信息 。 


一 般 性 重组 能 引起 基因 转换 


在 有 性 繁殖 的 生物 体 中 ， 有 一 个 基本 的 遗传 规则 ， 就 是 父母 对 后 代 做 出 相等 的 遗传 贡献 ， 
而 后 代 分 别 从 父母 那里 继承 一 套 完整 的 基因 。 因此 ， 当 二 倍 体 细 胞 进行 减 数 分 裂 生 成 4 个 单 
倍 体 细胞 时 〈 讨 论 见 第 20 章 )， 确 切 地 讲 应 该 是 这 些 细 胞 内 一 半 的 基因 是 母 源 的 〈 二 倍 体 细 
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图 5-63 Holliday 连接 处 发 生 的 酶 催化 的 双 分 支 移动 
在 大 肠 杆菌 中 ， 一 个 RuvB 和 蛋白 的 四 聚 体 GRE) 和 两 个 RuvB 蛋白 的 六 聚 体 ORRE) 结合 到 开放 的 连接 形成 。 
RuvB 蛋白 利用 ATP 水 解 能 量 将 交换 位 点 沿 配对 的 DNA 螺旋 迅速 移动 ， 如 图 所 示 的 那样 扩展 异 源 双 链 区 域 ， 有 
证 据 表明 类 似 的 蛋白 质 也 在 峭 椎 动物 细胞 中 行使 该 功能 (图 像 经 P. Arty miuk 允许 使 用 ， 修 改 后 摘自 S.C. West, 
Cell 94: 699~701, 1998) 


胞 从 它 母 亲 继承 的 基因 )， 另 一 半 是 父 源 的 〔 二 售 体 细胞 从 它 父亲 继承 的 基因 )。 在 有 些 生物 
体 〈 如 真菌 ) 中 ， 有 可 能 获得 并 分 析 由 单个 细胞 通过 减 数 分 裂 产生 的 全 部 4 个 单 倍 体 配子 。 
在 这 类 生物 中 进行 的 研究 表明 发 生 违反 标 准 遗 传 法 则 的 罕见 情况 。 然 而 ， 例 如 ， 减 数 分 裂 产 
ET 3 份 母 源 基因 的 拷贝 ， 只 有 1 份 父 源 等 位 基因 的 拷贝 [同一 基因 的 其 他 版 本 称 为 等 位 基 
因 (alleles)]。 这 种 现象 称 为 基因 转换 (gene conversion) (图 5-65) 。 减 数 分 裂 中 ， 基 因 转换 
常常 与 同 源 踪 传 重组 一 同 发 生 (在 有 丝 分 裂 中 较 不 常见 )， 人 们 认为 这 是 一 般 性 重组 与 DNA 
修复 的 直接 结果 。 踪 传 研究 表明 ， 只 有 一 小 部 分 DNA 典型 地 发 生 基因 转换 ， 并 且 在 许多 情 
况 下 一 个 基因 只 有 一 部 分 发 生 了 改变 。 

在 基因 转换 过 程 中 ，DNA 序列 信息 从 保持 不 变 的 一 条 DNA 螺旋 上 〈 供 体 序列 ) 转移 到 
男 一 条 序列 发 生 改变 的 DNA 螺旋 上 “〈 受 体 序列 ) 。 这 个 过 程 以 几 种 不 同 的 方式 进行 ， 每 一 种 
方式 都 涉及 以 下 的 两 个 过 程 : 将 两 条 同 源 DNA 双 螺 旋 并 排 的 同 源 重组 事件 ，@ 局 部 DNA 
的 有 限 合成 ， 它 对 于 产生 一 个 等 位 基因 而 另外 一 份 拷贝 是 必需 的 。 在 最 简单 的 例子 中 ， 一 般 
性 重组 过 程 形成 一 个 异 源 双 链 (图 5-55)， 其 中 配对 的 两 条 DNA 链 序列 并 不 完全 相同 ， 而 且 
含有 一 些 错误 的 碱 基 。 如 果 其 中 一 条 链 上 的 错 配 核 苷 酸 被 催化 错 配 修复 的 DNA 修复 酶 识别 
并 去 除 ， 那 么 就 会 在 相反 链 上 产生 这 条 DNA 序列 额外 的 一 份 拷 贝 (图 5-66)。 相 同 的 基因 转 
换 过 程 不 进行 交换 也 能 发 生 ， 因 为 基因 转换 只 需要 一 条 单 链 DNA 侵入 一 个 双 螺 旋 ， 形 成 一 
个 短 的 异 源 双 链 区 域 。 人 们 认为 后 面 这 种 基因 转换 类 型 能 引起 遗传 信息 异常 容易 地 发 生 转移 ， 
而 这 种 情况 通常 只 在 串联 排列 的 重复 基因 不 同 拷贝 之 间 才 会 观察 到 。 
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图 5-64 Holliday 连接 的 拆 分 产生 交换 的 染色 体 
本 例 中 ， 红 色 和 绿色 染色 体 的 同 源 区 域 通过 交换 两 条 链 已 形成 一 个 Holliday 连接 。 将 这 两 条 链 切 开 将 终止 
交换 ， 不 发 生 互 换 。 如 果 Holliday RREH OPR B 和 C)， 最 初 的 非 交叉 链 就 成 为 两 条 交叉 的 链 ， 
现在 将 它们 切 开 就 产生 两 条 交换 的 DNA 分 子 〈 底 部 )。 在 有 丝 分 裂 的 一 般 性 重组 过 程 中 ， 这 种 异 构 化 可 能 
需要 世 裂 和 再 连接 两 条 同 源 DNA 双 螺 旋 。 之 所 以 面 出 中 问 能 板 上 的 灰色 条 带 ， 是 因为 要 清楚 地 表明 图 中 所 
示 的 异 构 化 不 会 干扰 两 条 染色 体 其 余部 分 


一 般 性 重组 事件 在 有 丝 分裂 和 减 数 分 裂 细胞 中 倾向 于 产生 不 同 的 结果 


我 们 已 经 看 到 ， 减 数 分 裂 重组 的 起 始 具 有 鲜明 的 特征 一 一 发 生 重组 的 染色 体 中 双 螺 旋 的 
两 条 链 都 断 开 。 那么 随后 进行 的 减 数 分 裂 过 程 与 同样 基于 一 般 性 重组 且 细 胞 用 于 精确 地 修复 
染色 体 中 意外 的 双 链 断裂 的 机 制 之 间 如 何 区 分 呢 (图 5-53 中 的 同 源 末 端 连接 反应 )? 在 两 种 
情况 下 ， 由 双 链 断裂 产生 的 两 个 染色 体 新 末端 都 发 生 降解 过 程 ， 从 而 暴露 出 具有 突出 3' 端 的 
一 条 单 链 。 此 外 ， 在 两 种 情况 下 ， 这 条 链 都 找到 具有 相同 核 苷 酸 序列 的 区 域 的 完好 DNA 双 
螺旋 并 与 之 发 生 由 RecA 类 蛋白质 催化 的 聚合 反应 。 

对 于 双 链 断裂 的 修复 ，DNA 合成 利用 受 体 DNA 螺旋 的 一 条 链 作 模 板 ， 将 3 端 延伸 达 数 
千 个 核 苷 酸 。 如 果 另 一 个 断裂 末端 同样 参与 了 联 会 反应 ， 就 会 形成 一 个 连接 分 子 〈 图 5-56) 。 
根据 随后 进行 的 反应 的 不 同 ， 最 终结 果 或 者 是 最 初 DNA 螺旋 经 过 双 链 断裂 的 修复 得 以 恢复 
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图 5-65 减 数 分 裂 中 的 基因 转换 
正如 第 20 章 描 述 的 那样 ， 碱 数 分 裂 是 一 个 二 倍 体 细胞 产生 4 个 单 倍 体 细胞 的 过 程 。 生 殖 细 胞 (如 
卵子 和 精子 ， 通 过 减 数 分 裂 形成 


异 源 双 链 连 接 包括 geneX 中 部 分 带 有 geneX 绿 色 等 
红色 及 绿色 等 位 基因 是 不 同 的 位 基因 的 染色 体 
_ 没有 错 配 修复 mm 
的 DNA 复 制 


带 有 geneX 红 色 等 


[bt 


uoan 位 基因 的 染色 体 
DNA 合 成 填 满 空缺 
创造 另 一 个 geneX 红 BA eke tts 
色 等 位 基因 的 拷贝 


DNA 复 制 


图 5-66 错 配 校正 引起 的 基因 转换 
在 这 个 过 程 中 ， 异 源 双 链 连接 在 同 源 的 父 源 和 母 源 染 色 体 交 换 区 域 形成 。 如 果 父 源 和 母 源 DNA 序列 稍 有 不 同 ， 异 源 双 链 
连接 就 会 包含 几 个 错 配 碱 基 对 。 结 果 在 双 螺旋 中 形成 的 错 配 然后 可 能 由 DNA 错 配 修复 机 器 《图 5.23) 进行 纠正 。 该 机 器 
能 清除 父 源 或 母 源 链 上 的 核 背 酸 。 这 个 错 配 修复 的 结果 ， 就 是 基因 转换 ， 发 现 它 是 通常 在 减 数 分 裂 发 生 的 父 源 和 母 源 等 
位 基因 同等 拷贝 分 离 的 一 种 偏差 情况 


原状 〈 在 有 丝 分 裂 细胞 中 占 大 多 数 )， 或 者 是 发 生 交换 ， 使 异 源 双 链 连 接 将 两 条 不 同 的 DNA 
螺旋 维系 在 一 起 《〈 在 减 数 分 裂 细胞 中 占 主 要 地 位 的 反应 ) 。 人 们 认为 是 这 些 指导 这 些 细胞 进行 
有 丝 分 裂 细胞 的 一 套 特殊 蛋白 质 引 起 交换 事件 的 发 生 。 这 些 蛋 白质 不 仅 确保 了 具有 2 个 Hol- 
liday 连接 的 连接 分 子 的 形成 ， 而 且 引起 2 个 连接 处 各 自 不 同 链 的 配对 ， 因 而 导致 了 交换 的 发 
Æ (图 5-67)。 

无 论 一 般 性 重组 发 生 哪 种 结果 ， 所 涉及 的 DNA 合成 在 双 链 断裂 位 点 将 一 些 遗 传 信息 转 


换 到 了 另 一 条 同 源 染色 体 上 对 应 位 置 。 如 果 这 些 区 域 代表 同一 基因 的 不 同等 位 基因 ， 在 断裂 
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图 5-67 在 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 中 一 般 性 重组 中 间 物 的 不 同 拆 分 
如 前 面 的 图 5-56 所 示 ， 当 一 个 双 螺 旋 GRE) 中 产生 一 个 双 链 断裂 时 ,就 开始 一 般 性 重组 过 程 ， 然 后 开始 DNA 降解 
和 链 侵入 同 源 的 DNA 双 链 (红色)， 随 后 合成 新 的 DNA〈 橙 色 )， 以 产生 图 中 所 示 的 连接 分 子 ， 根 据 后 面 发 生 事件 的 
不 同 ， 连 接 分 子 的 拆 分 或 者 导致 原先 的 双 链 断 发 的 精确 修复 〈 左 边 ) 或 者 引起 染色 体 交 换 (右边 )。 利 用 实验 方法 在 特 
异 的 DNA 位 点 诱导 双 链 断裂 可 以 对 有 丝 分 裂 和 减 数 分 裂 细胞 中 一 般 性 重组 的 结果 进行 量化 ， 这 些 事 件 中 超过 99% 都 
不 能 在 有 丝 分 裂 细胞 中 产生 交换 ， 而 在 减 数 分 裂 细胞 中 常常 能 产生 交换 结果 。 在 任何 一 种 情况 下 ， 如 果 母 源 和 父 源 染 
色 体 DNA 序列 只 是 在 这 里 所 示 的 新 DNA 合成 区 域 不 同 ， 那 么 在 新 DNA 合成 区 域 的 绿色 DNA 双 链 区 域 转换 成 红色 双 
链 序列 (基因 转换 ) 


螺旋 中 的 核酸 序列 就 会 转换 到 完好 螺旋 的 相同 区 域 ， 引 起 基因 转换 。 酿 酒 酵母 利用 伴随 双 链 
断裂 修复 的 基因 转换 从 一 种 交配 类 型 转换 成 另 一 种 交配 类 型 〈 讨 论 见 第 7 章 )。 在 这 个 例子 
中 ， 由 一 种 HO 内 切 核 酸 酶 在 酵母 交配 类 型 位 点 通过 切断 一 段 特 殊 DNA 序列 ， 有 目的 地 引 
发 了 双 链 的 断裂 。 在 DNA 降解 将 断裂 位 点 的 旧 序 列 去 除 后 ， 具 有 相反 交配 类 型 Ca 或 a) 的 
“交配 类 型 盒 ”DNA 序列 的 断裂 未 端 发 生 联 会 ， 并 随 之 以 前 面 提 到 的 封闭 染色 体 断 裂 区 域 的 
方式 进行 DNA 合成 ， 使 得 丢失 的 遗传 信息 得 以 恢复 。 实 际 上 是 经 过 对 这 种 位 置 精确 固定 的 
双 链 断裂 修复 形式 进行 详细 的 研究 之 后 ， 才 揭示 出 同 源 末 端 连接 的 一 般 机 制 。 


错 配 校对 防止 两 条 不 能 配对 的 DNA 序列 之 间 发 生 任 意 重组 


前 面 讨 论 过 ， 重 组 过 程 中 关键 的 一 步 发 生 在 两 条 互补 DNA 序列 配对 ， 在 两 个 双 螺 旋 之 
间 形成 一 个 异 源 双 链 连接 的 时 候 。 用 纯化 的 RecA 蛋白 进行 体外 实验 表明 ， 即 使 两 条 DNA 链 
的 序列 不 完全 互补 时 ， 也 能 有 效 地 进行 配对 。 例 如 ， 当 平均 每 5 AR AAT 4 个 能 形成 
碱 基 对 时 。 如 果 从 这 些 错 配 的 序列 继续 进行 重组 ， 将 在 细胞 内 尤其 在 基因 组 中 含有 密切 相关 
DNA 序列 的 细胞 内 ， 引 起 巨大 的 混乱 。 细 胞 是 如 何 防止 在 这 些 序列 间 进 行 交换 的 呢 ? 

虽然 还 没有 完整 的 答案 ， 但 是 在 细胞 和 酵母 中 进行 的 研究 表明 ， 去 除 复制 错误 的 相同 错 
配 校对 系统 的 组 分 (图 5-23) 也 具有 其 他 的 功能 ， 能 够 阻止 不 完全 错 配 DNA 序列 间 形 成 遗 
传 重组 。 例如， 长 期 以 来 人 们 知道 在 2 个 紧密 相关 的 细菌 ， 大 肠 杆 菌 和 沙门 菌 中 存在 的 同 源 
基因 通常 不 会 发 生 重组 ， 即 使 它们 的 核酸 序列 相似 程度 达到 80% 。 然 而 ， 一 旦 突变 引起 错 配 
校对 系统 失 活 ， 这 种 物种 间 重 组 事件 的 发 生 频 率 将 会 增加 1000 倍 。 人 们 认为 错 配 校对 系统 通 
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常 在 最 初 的 链 交换 中 识别 错 配 碱 基 ， 并 且 ， 如 果 存 在 大 量 的 错 配 ， 会 阻止 随后 需要 打 断 和 重 
新 连接 2 个 配对 DNA 螺旋 的 步骤 ， 这 种 机 制 保护 了 细菌 基因 组 不 能 发 生 改变 ， 否 则 就 会 因 
偶尔 进入 细胞 的 外 来 DNA 分 子 与 之 发 生 重 组 而 改变 。 在 消 椎 动物 细胞 中 ,含有 许多 紧密 相 
关 的 DNA 序列 ， 人 们 认为 存在 相同 的 重组 校对 帮助 阻止 发 生 随意 的 重组 ， 否 则 将 会 搅乱 基 
因 组 (图 5-68) 。 


4 相似 ， 但 不 完全 相同 ， 重 复 的 序列 NN 


错位 检测 中 断 配 
对 且 防 止 重组 


J 


图 5-68 ”防止 一 般 性 重组 破坏 含有 重复 序列 的 基因 组 的 稳定 的 机 制 
对 细菌 和 醉 母 细胞 研究 后 表明 前 面 图 5-23 中 图 解 的 错 配 校对 系统 组 分 还 具有 该 图 所 示 的 另外 功能 


小 结 


一 般 性 重组 〈 也 称 作 同 源 重组 ) 使 DNA 双 螺 旋 的 大 段 区 域 能 够 从 一 条 染色 体 转移 至 另 
一 条 染色 体 ， 在 真菌 、 动 物 和 植物 中 ， 它 引起 减 数 分 裂 期 间 染 色 体 发 生 交换 。 在 所 有 细胞 中 ， 
一 般 性 重组 对 于 维持 细胞 都 是 关键 的 ， 它 常常 起 始 于 一 个 双 链 的 断裂 ， 随 后 经 加 工 ， 裸 露出 
一 个 单 链 DNA 末端 。 这 个 单 链 与 DNA 双 螺 旋 一 段 同 源 区 域 的 联 会 由 细菌 RecA AE é it AF HE 
化 ， 联 会 常常 导致 形成 一 个 含有 4 条 链 的 结构 ， 称 为 Holliday 连接 。 根 据 将 这 个 连接 分 离 成 
2 个 独立 双 螺 旋 的 链 断 裂 模式 的 不 同 ， 产 物 可 以 是 一 个 经 过 精确 修复 的 双 链 断裂 ， 也 可 以 是 
发 生 交换 的 两 条 染色 体 。 

由 于 一 般 性 重组 依靠 发 生 重组 的 2 DNA 双 螺 旋 链 间 广 泛 的 配对 相互 作用 ， 所 有 它 只 
在 同 源 DNA 分 子 间 进 行 。 基 因 转 换 ， 即 基因 信息 从 一 条 染色 体 向 另 一 条 染色 体 的 非 对 等 转 
移 ， 是 一 般 性 重组 的 结果 ， 其 间 也 涉及 有 限 数 量 相关 DNA 的 合成 。 


位 点 特异 性 重组 
在 一 般 性 重组 中 ， 序 列 很 相似 的 DNA 片段 之 间 发 生 了 DNA 重 排 。 尽 管 这 些 重 排 能 导致 


染色 体 间 等 位 基因 的 交换 ， 但 是 相互 作用 的 染色 体 上 基因 顺序 常常 保持 不 变 。 另 一 种 类 型 的 
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重组 ， 位 点 特异 性 重组 (sitespecific recombination) 能 改变 基因 的 顺序 ， 而 且 还 能 向 基因 组 
添加 新 信息 。 位 点 特异 性 重组 在 基因 组 内 非 同 源 位 点 之 间 转 移 特 化 的 核酸 序列 ， 这 些 核酸 序 
列 称 作 可 移动 遗传 元 件 。 这 种 转移 既 可 以 在 同一 染色 体 不 同位 置 之 间 发 生 ， 也 可 以 在 两 条 不 
同 染色 体 之 间 发 生 。 

可 移动 遗传 元 件 的 大 小 在 几 百 个 到 几 万 个 核 背 酸 对 之 间 变 化 ， 实 际 上 在 所 有 检验 过 的 细 
胞 中 都 能 确定 它 的 存在 。 这 些 元 件 中 有 一 些 是 病毒 ， 其 中 的 位 点 特异 性 重组 用 于 将 它们 的 基 
因 组 移入 或 移出 它们 的 宿主 细胞 。 病 毒 可 以 将 它 的 核酸 包装 到 病毒 颗粒 中 ， 而 病毒 颗粒 可 以 
通过 细胞 外 环境 从 一 个 细胞 转移 到 另 一 个 细胞 中 。 许 多 其 他 的 可 移动 元 件 只 能 在 单个 细胞 内 
移动 〈 以 及 它 的 后 代 细胞 ) ， 缺 乏 离开 它 的 寄主 细胞 的 任何 内 在 能 力 。 

位 点 特异 性 重组 事件 的 遗迹 可 以 组 成 基因 组 可 观 的 一 部 分 。 在 许多 疹 椎 动物 中 发 现 的 大 
量 重 复 DNA 序列 大 多 来 自 可 移动 遗传 元 件 ; 实际 上 ， 这 些 序列 占 人 类 基因 组 的 至 少 45% 
(图 4-17)。 长 期 以 来 ， 这 些 元 件 的 核 背 酸 序 列 已 经 因 随机 突变 发 生 了 改变 。 因此， 我 们 DNA 
中 这 些 元 件 的 许多 拷贝 只 有 一 部 分 仍然 保持 活性 并 能 移动 。 

除了 移动 它们 自身 以 外 ， 所 有 类 型 的 可 移动 遗传 元 件 偶尔 也 能 转移 或 重 排 宿主 细胞 基因 
组 中 相 邻 DNA 序列 。 例 如 ， 这 些 移动 可 以 引起 邻近 核 苷 酸 序列 的 删除 ， 或 者 能 将 这 些 序列 
携带 至 其 他 位 点 。 通 过 这 种 方式 ， 与 一 般 性 重组 一 样 ， 位 点 特异 性 重组 产生 许多 进化 所 依赖 
的 基因 改变 。 可 移动 元 件 的 易 位 在 大 量 不 同 的 生物 体 ， 包 括 人 类 中 ， 引 起 自发 突变 ， 其 中 在 “ 
有 些 生物 GOIRID 中 ， 我 们 已 经 知道 观察 到 的 基因 中 大 部 分 是 因 这 些 元 件 产生 的 。 因 此 
长 期 以 来 位 点 特异 性 重组 导致 在 基因 组 中 发 生 了 大 部 分 的 重要 的 进化 改变 。 


可 移动 遗传 元 件 能 够 通过 转 座 或 者 保守 机 制 进行 移动 


与 一 般 性 重组 不 同 的 是 ， 位 点 特异 性 重组 由 识别 短 且 特异 的 核 背 酸 序列 的 重组 酶 指导 进 
行 ， 这 些 序列 可 以 存在 于 发 生 重组 的 DNA 分 子 的 一 条 中 ， 也 可 以 在 两 条 中 都 存在 。 这 种 重 
组 并 不 要 求 存 在 广泛 的 DNA 同 源 性 。 每 种 类 型 的 移动 元 件 通常 编码 介 导 自身 转移 的 酶 ， 并 
含有 该 酶 在 其 上 发 挥 作用 的 特定 位 点 。 许 多 元 件 也 携带 其 他 基因 。 例 如 ， 病 毒 编码 了 能 使 它 
在 细胞 外 生存 的 外 这 蛋白 ， 以 及 重要 的 病毒 蛋白 酶 。 携 带 抗生素 抗 性 基因 的 移动 元 件 的 扩散 
是 细菌 群落 中 抗生素 抗 性 大 范围 散播 的 主要 原因 (图 5-69) 。 

位 点 特异 性 重组 可 以 通过 两 种 不 同 机 制 进行 ， 其 中 任何 一 种 都 需要 特殊 的 重组 酶 和 特异 
的 DNA 位 点 。@ 转 座 的 位 点 特异 性 重组 〈transpositional site-specific recombination) 通常 需 
要 位 于 染色 体 中 的 可 移动 DNA 片段 未 端的 断裂 反应 ， 以 及 将 这 些 未 端 附着 到 许多 不 同 的 非 
同 源 目标 DNA 位 点 上 。 该 过 程 不 需要 异 源 双 链 DNA 的 形成 。 四 保守 的 位 点 特异 性 重组 
(conservative site-specific recombination) 需要 一 个 短 异 源 双 链 连接 的 形成 ， 因 此 它 需 要 在 供 
体 和 受 体 DNA 分 子 上 都 相同 的 一 段 DNA 序列 。 我 们 首先 讨论 转 座 的 位 点 特异 性 重组 〈 简 称 
转 座 )， 然 后 在 本 章 最 后 再 讨论 保守 的 位 点 特异 性 重组 。 


转 座 的 位 点 特异 性 重组 能 将 可 移动 遗传 元 件 插入 到 任何 DNA 序列 中 


转 座 子 〈transposon) ， 也 称 为 转 座 元 件 (transposable element)， 是 指 那些 通常 只 有 适 
度 的 目标 位 点 选择 性 的 可 移动 遗传 元 件 ， 因 而 能 将 它们 自身 插入 到 许多 不 同 的 DNA 位 点 。 
在 转 座 过 程 中 ， 有 一 个 特殊 的 酶 ， 通 常 由 转 座 子 编码 ， 因 而 称 为 转 座 酶 ， 它 作用 于 转 座 子 2 
个 末端 的 特殊 DNA 序列 ， 首 先 将 转 座 子 从 侧翼 DNA 上 分 离 下 来 ， 然 后 将 它 插入 新 的 目标 
DNA 位 点 。 该 元 件 末端 与 插入 位 点 末端 并 不 要 求 具有 同 源 性 。 
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图 5-69 细菌 中 发 现 的 许多 种 可 移动 遗传 元 件 中 的 三 种 
这 些 DNA 元 件 中 每 个 都 含有 一 个 编码 转 座 酶 的 基因 ， 转 座 酶 是 进行 元 件 移动 所 需 的 某 些 断 刹 和 连接 反应 
的 酶 。 每 个 可 移动 元 件 也 携带 了 短 的 DNA 序列 (红色 表示 )， 这 些 短 DNA 序列 只 由 该 元 件 编码 的 转 座 酶 
识别 ， 并 且 对 该 元 件 的 移动 是 必需 的 。 此外， 图 中 显示 | 可 移动 元 件 中 有 两 种 携带 编码 失 活 抗生素 氨 
SHER (ampR) 和 四 环 素 eR) 的 抗 性 基因 。 底 图 所 示 的 转 座 元 件 Tn10 被 认为 是 从 将 两 个 短 的 可 移 
动 元 件 偶然 加 到 四 环 素 抗 性 基因 的 任 一 边 进化 而 来 ; 四 环 素 作为 抗生素 的 广泛 使 用 帮助 了 该 基因 在 细菌 群 
落 中 传播 图 中 所 示 的 三 种 转 座 子 元 件 全 部 都 是 DNA 转 座 子 〈 见 正文 ) 


大 部 分 转 座 子 仅仅 在 很 稀少 的 情况 下 才 会 转移 (对 于 细菌 中 的 许多 元 件 来 说 ，10 个 细 
胞 世代 中 只 发 生 一 次 )， 因 为 如 此 ， 通 常 难以 将 它们 和 染色 体 的 非 移动 部 分 区 分 开 。 在 大 多 数 
情况 下 ， 是 什么 引发 了 它们 的 转移 还 不 为 我 们 所 知 。 

根据 转 座 子 的 结构 和 转 座机 制 不 同 ， 可 将 它们 分 为 三 大 类 ( 表 5-3) ， 其 中 每 一 类 在 下 面 


表 5-3 三 大 类 的 转 座 元 件 


分 类 描述 和 结构 全 部 元 件 中 的 基因 移动 模式 例子 
仅 限 DNA 的 转 座 子 P ORIO 
AEN IR DNA 移动 ,不 是 切除 | AcDs HK) 
aan 就 是 遵循 复制 的 途径 Tn3 和 1S1 (大 肠 杆菌 ) 
于 两 端的 短 ,倒置 的 重复 序列 Tam3 (金鱼 草 ) 
像 反 转录 病毒 的 反 转 录 转 座 子 Copia (RM) 
[| => 编码 反 转 录 酶 及 相似 反 | 籍 由 LTR 启动 子 制造 的 | Ty) CRA 
转录 病毒 RNA 中 间 物 移动 THE-1( 人 类 ) 
于 末端 直接 地 重复 的 长 未 端 重复 (LTRs) Bs] EK) 
非 转录 病毒 的 反 转录 转 座 子 
籍 由 通常 由 邻近 的 启动 | F element RM) 
编码 反 转 录 酶 子 制造 的 RNA 中 间 物 | LI( 人 类 ) 
多 聚 腺 背 酸 (Poly A) F RNA 转录 本 移动 Cin4( 玉 米 ) 
的 3 末端 !5 末端 通常 被 截 短 


注 : 这 些 元 件 长 度 由 1000 至 12 000 碱 基 对 ,每 个 家 族 含有 许多 成 员 ,这 里 仅 列 出 少数 ; 除 了 转 座 的 元 件 ,有 些 病毒 可 以 移 
进 /出 宿主 细胞 的 染色 体 ,这 些 病毒 与 前 两 类 约 , 转 座 子 有 关联 。 
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的 部 分 中 都 将 详细 讨论 。 事 实 上 ， 前 面 两 类 转 座 子 使 用 了 相同 的 DNA 断裂 和 DNA 连接 反应 
进行 转 座 。 然 而 ， 对 于 DNA 转 座 子 而 言 ， 可 移动 元 件 在 其 整个 生命 周期 都 以 DNA 存在 : 发 
生 转 座 的 DNA 片段 直接 从 供 体 DNA 切 下 ， 然 后 由 转 座 酶 连接 到 目标 位 点 上 。 相 比 之 下 ， 首 
转录 病毒 样 转 座 子 通过 较为 间接 的 机 制 转移 。 一 种 RNA 聚合 酶 首先 将 可 移动 元 件 的 DNA 序 
列 转录 成 RNA， 然 后 该 酶 使 用 合成 的 RNA 分 子 作为 模板 将 RNA 分 子 逆转 录 成 DNA， 最 后 
正 是 这 个 DNA 拷贝 插 人 到 基因 组 中 新 的 位 点 。 由 于 历史 的 原因 ， 将 催化 这 种 插 人 反应 的 转 
座 酶 样 的 酶 称 为 整合 酶 ， 而 不 是 转 座 酶 。 表 5-3 中 第 三 类 转 座 子 也 是 通过 将 DNA 分 子 转录 成 
RNA 分 子 后 再 合成 它 的 DNA 拷贝 后 进行 转移 。 然 而 这 些 非 逆 病毒 的 逆转 座 子 利用 的 机 制 与 
前 面 刚 描述 的 RNA 分 子 直接 参与 转 座 反 应 的 机 制 是 不 同 的 。 


DNA 转 座 子 提供 DNA 断裂 和 连接 机 制 进行 转移 


许多 DNA 转 座 子 (DNA-only transposon) 通过 剪 切 -粘贴 转 座 (cut-and-paste transpo- 
sition)， 使 用 图 5-70 列举 的 机 制 ， 从 1 个 供 体位 点 转移 到 目标 位 点 。 转 座 酶 的 每 个 亚 基 识别 
元 件 未 端的 同一 特异 DNA 序列 ， 这 些 亚 基 两 两 结合 形成 1 个 二 聚 体 转 座 酶 ， 并 产生 1 个 
DNA 环 ， 将 该 元 件 的 2 个 末端 并 列 在 一 起 。 然 后 转 座 酶 在 这 个 DNA 环 2 个 末端 进行 切割 ， 
从 而 裸露 出 元 件 的 末端 ， 并 从 原来 的 染色 体 完 全 去 除 〈 图 5-71) 。 为 了 完成 这 个 反应 ， 转 座 酶 
催化 了 该 元 件 的 2 个 DNA 末端 对 目标 DNA 的 直接 攻击 ， 并 在 它 将 该 元 件 和 目标 DNA 连接 
起 来 的 时 候 ， 在 目标 分 子 中 断 开 2 个 磷酸 二 酯 键 。 


活性 的 转 座 酶 复合 物 


短 的 倒置 重复 序列 


= = ROAR HEA HAT OER, 
== iw —- 
供 体 染色 休 人 中 的 转 座 子 KK 


整合 的 转 座 子 
oo ty 3 { et 
= = 


-一 一 去 
目标 染色 体 B feet deeb HAN 
序列 的 短 直接 的 重复 


图 5-70 剪 切 和 粘贴 的 转 座 
染色 体 中 的 DNA 转 座 子 可 以 由 位 于 它们 末端 的 “ 反 向 重复 DNA 序列 ” (红色) 识别 。 实验 研 究 表明 
这 些 可 以 短 至 20 核 背 酸 的 序列 是 对 于 它们 之 间 的 DNA 被 该 元 件 相关 的 特定 转 座 酶 转 座 所 必需 的 所 有 
序列 ，DNA 转 座 元 件 经 过 剪 切 和 粘贴 过 程 ， 从 染色 体 一 个 位 点 移动 到 另 一 个 位 点 ， 当 转 座 酶 将 两 个 反 
向 DNA 序列 带 到 一 起 ， 形 成 一 个 DNA 环 之 后 才 开始 进行 。 由 转 座 酶 催化 的 插入 目的 染色 体 过 程 通过 
在 目标 染色 体 〈 红 色 箭 头 处 ) 形成 交错 的 断 列 在 随机 位 点 发 生 。 结果， 如 图 所 示 ， 目 标 DNA 序列 短 
的 直接 重复 标记 插入 位 点 。 尽 管 供 体 染色 体 〈 绿 色 ) 中 的 断裂 重新 封闭 ， 但 断裂 和 修复 过 程 常常 改变 
DNA 序列 ， 引 起 被 切割 的 转 座 元 件 的 原先 位 点 发 生 突变 〈 未 标 出 ) 


巾 于 两 条 目标 DNA 链 中 形成 的 断裂 是 错开 的 〈 图 5-70 中 的 红色 箭头 )， 所 以 起 初 在 产物 
DNA 分 子 中 形成 了 2 个 短 的 单 链 缺 口 ， 分 别 位 于 插入 转 座 子 的 两 端 。 这 些 缺 口 由 宿主 细胞 
DNA RAMA DNA 连接 酶 进行 填补 ， 以 便 完成 重组 过 程 。 期 间 产生 相 邻 目标 DNA 序列 的 


ps 


(A) 


图 5-71 剪 切 和 粘贴 的 转 座 酶 形成 的 重要 的 中 间 产 物 的 结构 
CA) 整体 结构 概 图 。(B) 维系 两 个 DNA 末端 的 转 座 酶 的 详细 结构 ， 其 3-OH JERE PEE ats ARR 
色 体 的 准备 [(B) 摘 自 D，R。Davies el aL ,Science 289; 77~85, 2000. c AAAS] 


在 复杂 的 事件 中 转 座 子 被 


于 染色 体 中 仅 DNA 的 转 座 子 
复制 且 插 入 到 新 位 址 中 


NS 


染色 体 
DNA 


| KOUTER e = 


转 座 酶 蛋白 


aN 
图 5-72 复制 转 座 


在 复制 转 座 过 程 中 ， 通 过 DNA 复制 拷贝 转 座 子 的 DNA 序列 。 终 产物 是 一 个 与 原先 供 体 相同 的 

DNA 和 有 转 座 子 插 人 其 中 的 目标 DNA 分 子 。 一 般 而 言 ， 特 定 的 DNA 转 座 子 或 者 通过 剪 切 - 粘 

贴 途径 转 座 ， 或 者 通过 这 里 概括 的 复制 途径 转 座 。 然而 ， 这 两 个 途径 具有 许多 酶 的 相似 性 ， 少 
数 转 座 子 能 以 任 一 种 途径 移动 


一 个 短 的 重复 。 对 于 不 同 的 转 座 子 ， 这 些 侧翼 直接 重复 序列 的 长 度 不 同 ， 所 以 可 以 很 方便 地 


作为 以 前 发 生 过 转移 的 位 点 特异 性 重组 事件 的 标志 。 


当 一 个 剪 切 -粘贴 的 DNA 转 座 子 从 供 体 染色 体 上 切除 以 后 ， 就 在 空 着 的 染色 体 上 形成 一 
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个 双 链 断裂 。 这 个 断裂 可 以 由 同 源 末 端 连接 反应 完美 地 “愈合 "。 同 样 ， 这 个 断裂 也 可 由 非 同 
源 末端 连接 反应 重新 封闭 起 来 。 在 这 种 情况 下 ， 会 改变 转 座 子 的 侧 愤 DNA 序列 ， 在 染色 体 
上 DNA 切除 的 位 点 上 产生 突变 (图 5-53)。 这 些 DNA 转 座 子 利用 剪 切 -粘贴 机 制 的 变异 进行 
了 转移 ， 称 为 复制 转 座 。 在 这 种 情况 下 ， 转 座 子 DNA 进行 复制 ， 然 后 一 份 拷贝 插入 一 个 新 
的 染色 体位 点 ， 而 最 初 的 染色 体 保持 不 变 (图 5-72) 。 虽 然 所 使 用 的 机 制 更 加 复杂 ， 但 是 它 与 
刚 讨论 的 剪 切 -粘贴 机 制 密切 相关 ; 实际 上 ， 有 些 转 座 子 可 以 其 中 任何 一 种 方式 转移 。 


有 些 病毒 利用 转 座 的 位 点 特异 性 重组 将 它们 自身 转移 到 宿主 细胞 染色 
体 中 


某 些 病毒 被 认为 是 高 度 可 移动 遗传 元 件 ， 因 为 它们 利用 转 座机 制 将 它们 的 基因 组 整合 到 
宿主 细胞 中 。 然 而 ， 这 些 病毒 也 编码 蛋白 质 ， 将 它们 的 遗传 信息 包装 成 能 够 感染 其 他 细胞 的 
病毒 颗粒 。 许 多 能 将 自身 插 人 宿主 染色 体 中 的 病毒 依靠 表 5-3 所 列 的 前 两 种 机 制 来 实现 这 一 
目的 。 实 际 上 ， 我 们 关于 这 些 机 制 的 大 部 分 了 解 都 来 源 于 对 使 用 这 些 机 制 的 特定 病毒 的 研究 。 

感染 细菌 的 病毒 称 为 噬菌体 (bacteriophage), MRE Mu 不 仅 利用 基于 DNA 的 转 座 将 
自身 基因 组 整合 到 宿主 染色 体 中 ， 也 可 以 利用 转 座 过 程 起 始 它 的 病毒 DNA 复制 。Mu 转 座 酶 
是 第 一 个 以 活性 形式 得 以 钝 化 的 转 座 酶 ， 并 分 析 了 特定 特征 ; 它 通过 特异 性 地 结合 病毒 
DNA, 识别 该 DNA 每 个 末端 的 重组 位 点 ， 因 而 与 刚才 描述 的 转 座 酶 很 相似 。 

转 座 也 在 许多 其 他 病毒 的 生命 周期 中 发 挥 重要 作用 。 其 中 最 有 名 的 就 是 逆转 录 病 毒 
(retrovirus)， 包 括 感染 人 类 细胞 的 AIDS 病毒 ， 称 为 HIV。 在 细胞 外 ， 逆 转录 病毒 以 单 链 
RNA 基因 组 的 形式 存在 ， 与 病毒 编码 的 逆转 录 酶 (reverse transcriptase) 一 起 ， 被 包装 到 蛋 
白质 衣 壳 中 。 在 感染 过 程 中 ， 病 毒 RNA 侵入 细胞 然后 在 逆转 录 酶 的 作用 下 转变 成 双 链 DNA 
分 子 ， 逆 转录 酶 能 以 RNA 或 者 DNA 为 模板 催化 DNA 的 聚合 (图 5-73 和 图 5-74) 。 逆 转录 
病毒 这 个 术语 是 因为 这 些 病毒 能 逆转 通常 的 遗传 信息 的 流向 ， 即 从 DNA 到 RNA (图 1-5) 。 

然后 逆转 录 酶 产生 的 双 链 DNA 的 2 个 未 端 附近 的 特殊 DNA 序列 由 一 种 病毒 编码 的 整合 
酶 维系 在 一 起 。 这 种 整合 酶 产生 活化 的 3-OH 病毒 DNA 末端 ， 能 直接 攻击 目标 DNA 分 子 ， 
其 机 制 与 剪 切 -粘贴 DNA 转 座 子 使 用 的 机 制 非常 相似 (图 5-75)。 事 实 上 ， 对 细菌 转 座 酶 和 
HIV 整合 酶 的 三 维 结构 进行 详细 研究 后 表明 ， 这 些 酶 存在 显著 的 相似 性 ， 虽 然 人 们 的 氨基 酸 
序列 差别 相当 大 。 


逆转 录 病 毒 样 的 逆转 座 子 与 逆转 录 病 毒 类 似 ， 但 是 缺少 蛋白 质 衣 克 


逆转 录 病 毒 将 自身 移 人 或 移出 染色 体 所 使 用 的 机 制 与 称 作 逆转 录 病 毒 样 的 逆转 座 子 
(retroviral-like retrotransposon) 的 一 个 转 座 子 大 家 族 使 用 的 机 制 相 同 〈 表 5-3) 。 这 些 元 件 存 
在 于 酵母 、 果 蝇 和 哺乳 动物 等 生物 。 其 中 一 个 研究 最 清楚 的 是 酵母 中 发 现 的 Ty] 元 件 。 与 逆 
转录 病毒 一 样 ， 这 种 元 件 转 座 的 第 一 步 是 对 整个 转 座 子 进行 转录 ， 产 生 这 种 长 达 5000 LAT 
酸 的 元 件 的 一 份 RNA 拷贝 。 这 个 转录 产物 编码 了 一 个 逆转 录 酶 ， 可 由 宿主 细胞 作为 信使 
RNA 进行 翻译 。 所 编码 的 这 种 酶 可 经 过 一 个 RNA/DNA 杂 和 中 间 物 分 子 ， 合 成 RNA 分 子 
的 一 个 双 链 DNA 拷贝 ， 与 道 转录 病毒 感染 早期 的 过 程 几乎 一 模 一 样 〈 图 5-73) 。 与 道 转录 病 
毒 一 样 ， 线 性 双 链 DNA 分 子 接着 使 用 Tyl DNA 编码 的 整合 酶 整合 到 染色 体 上 的 一 个 位 点 
(图 5-75) 。 虽 然 与 逆转 录 病 毒 相 似 程度 很 显著 ， 但 是 与 它 不 一 样 的 是 ，Tyl 元 件 缺 少 具 有 功 
能 的 蛋白 质 衣 壳 ， 因 此 它 只 能 在 单个 细胞 及 其 后 代 细胞 中 转移 。 
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图 5-73 反 转 录 病 毒 的 生命 周期 
反 转 录 病 毒 基因 组 由 一 条 大 约 8500 HEIKI RNA 分 子 组 成 ， 每 个 病毒 颗粒 中 包装 两 个 这 样 的 分 子 。 反 转录 栈 首 先 
合成 病毒 RNA 分 子 的 DNA 拷贝 ， 然 后 合成 第 二 条 DNA 链 ， 从 而 产生 RNA 基因 组 的 双 链 DNA 拷贝 然后 由 病毒 
编 但 的 整合 栈 催 化 整合 到 宿主 染色 体 中 〈 图 5-75)。 这 个 整合 过 程 是 合成 新 的 病毒 RNA 分 子 需 的 ， 此 过 程 由 宿 
主 细胞 RNA 聚合 酶 完成 ， 它 是 一 种 将 DNA 转录 成 RNA 的 酶 (讨论 见 第 6 章 ) 
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. RNase H 
酶 运动 
的 方向 


RNa se H 活性 位 点 
降解 RNA 链 


图 5-74 逆转 录 酶 
《A) 利用 X 射线 晶体 学 得 到 的 来 自 HIV 〈 人 类 艾滋 病 病毒 ) 的 逆转 录 酶 的 三 维 结构 。(B) 显示 酶 作用 
于 RNA 模板 的 模型 。 注 意 聚 合 酶 区 域 GE) 具有 共 价 结合 的 RNase H (H 指 杂 种 ) 结构 域 (红色)， 
它 降解 RNA/DNA 螺旋 中 的 RNA 链 。 这 个 活性 帮助 聚合 酶 将 原先 的 条 种 螺旋 转变 为 一 个 DNA 双 螺旋 
[(A) 经 Tom Steitz 允许 后 使 用 : (B) HAL. A. Koblstaedt et al., Science 256: 1783~1790, 1990] 
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5 完整 的 病毒 DNA_ 3’ 


3 


目标 DNA 序 列 的 短 直 接 重复 


图 5-75 反 转 录 病毒 或 反 转录 病毒 样 的 逆转 座 子 进行 的 转 座 的 特异 性 重组 
导致 反 转 录 病 毒 ( 如 HIV) 或 反 转 录 病 毒 样 的 逆转 座 子 〈 如 Ty1) 的 线性 双 链 DNA CH 
黄色 ) 整合 到 宿主 细胞 染色 体 〈 蓝 色 ) 的 链 断 腹 和 链 再 连接 过 程 的 概要 。 在 起 始 步 邓 
中 ， 整 合 酶 形成 一 个 DNA 环 并 在 病毒 DNA 每 个 末端 切 开 一 条 链 ， 暴 露出 一 个 突出 的 
3-OH 基 团 。 然 后 这 些 3'-OH 端 中 的 每 一 个 直接 攻击 目的 染色 体 〔 红 色 箭头 ) 的 随机 选 
择 位 点 的 相反 链 上 的 磷酸 二 本 键 。 这 将 病毒 DNA 序列 插 和 人 到 目的 染色 体 ， 在 每 一 边贸 
下 短 的 缺口 ， 这 些 缺口 由 DNA 修复 过 程 填补 。 由 于 存在 缺口 填补 过 程 ， 所 以 这 类 机 制 
《就 像 剪 切 和 粘贴 的 转 座 子 那样 ) 在 整合 DNA 片段 的 两 侧 留 下 短 的 目的 DNA 序列 重复 

ME): 根据 整合 酶 的 不 同 ， 它 们 长 为 3 一 12 MEM 


人 类 基因 组 大 部 分 是 由 非 反 转录 病毒 的 逆转 座 子 组 成 


许多 疹 椎 动物 染色 体 很 大 一 部 分 都 是 重复 的 DNA 序列 。 在 人 类 染色 体 中 ， 这 些 重复 大 
部 分 是 一 种 称 为 L1 元 件 (有 时 也 称 为 LINE 或 长 分 散 核 元 件 ) 的 逆转 座 子 发 生 突变 并 截断 后 
的 版 本 。 尽 管 大 部 分 L1 元 件 拷贝 是 不 移动 的 ， 但 仍然 有 少量 保留 了 移动 的 能 力 。 已 经 鉴定 
到 了 该 元 件 的 转 座 ， 其 中 一 些 引起 人 类 疾病 。 例 如 ， 因 Ll 插入 编码 一 种 血 凝 因子 ， 因 子 几 
的 基因 内 而 产生 的 一 种 特殊 类 型 的 血 友 病 。 相 关 的 移动 元 件 也 在 其 他 哺乳 动物 和 昆虫 ， 以 及 
酵母 线粒体 中 找到 。 这 些 非 反 转录 病毒 的 逆转 座 子 ( 表 5-3 中 第 三 类 ) 通过 一 种 不 同 的 机 制 
移动 ， 该 机 制 需要 一 个 由 一 种 内 切 核酸 酶 和 一 种 反 转 录 酶 组 成 的 复合 体 。 如 图 5-76 所 示 ， 
RNA 和 反 转 录 酶 在 重组 中 发 挥 的 直接 作用 要 远 远大 于 在 上 面 所 描述 的 移动 元 件 转移 中 发 挥 的 
作用 。 

在 其 自身 核 背 酸 序列 中 不 能 编码 内 切 核酸 酶 或 逆转 录 酶 的 其 他 重复 DNA， 被 认为 能 够 通 
过 类 似 的 机 制 ， 使 用 细胞 内 存在 的 各 种 内 切 核酸 酶 和 反 转 类 酶 ， 包 括 那些 由 L1 元 件 编码 的 
酶 ， 在 染色 体 中 增殖 。 例 如 ， 广 泛 存在 的 ALu 元 件 缺 乏 内 切 核酸 酶 反 转 录 酶 ， 但 是 它 仍然 能 
增殖 ， 并 成 为 人 类 基因 组 的 主要 成 分 (图 5-77). 

L1 和 Alu 元 件 似乎 在 人 类 染色 体 中 相当 晚 才 增殖 ， 因 此 ， 例如， 小 鼠 含 有 与 Ll1 和 Alu 密 
切 相关 的 序列 ， 但 是 它 所 在 小 鼠 染色 体 中 的 布置 与 在 人 类 染色 体 中 的 布置 大 不 一 样 〈 图 5-78) 。 


在 不 同 生物 中 存在 不 同 的 占 优势 地 位 的 转 座 元 件 


我 们 已 经 描述 了 几 种 类 型 的 转 座 元 件 ，QDDNA 转 座 子 ， 它 的 移动 只 涉及 DNA 断裂 和 连 
+ 321+ 


W576 ERR BRT 
进行 的 转 座 的 特异 性 重组 
LL 元 件 〈 红 色 ) 转 座 开 始 于 一 个 内 切 核酸 酶 
附着 到 L1 反 转 录 酶 和 LI RNA ( 蓝 色 )， 在 插 
人 将 要 发 生 的 位 点 目标 DNA 中 产生 一 个 切 
口 ,整个 切割 释放 出 目标 DNA 的 3-OH 
DNA 末端 ,然后 它 用 作 图 中 所 示 北 转录 步骤 
中 的 引物 。 这 产生 直接 与 目标 DNA 相连 的 该 
元 件 的 一 个 单 链 DNA 拷贝 。 在 随后 的 还 未 详 
细 了 解 清楚 反应 中 ， 单 链 DNA 拷贝 进一步 加 
工 导致 产生 一 个 搬入 到 最 初 形 成 的 切口 位 点 
的 11 元 件 的 新 的 双 链 DNA 拷贝 


接 ; @ 逆 转录 病毒 样 的 逆转 座 子 ， 它 也 经 由 DNA 断裂 
和 连接 进行 转移 ， 但 是 其 间 RNA 作为 模板 ， 在 生成 
DNA 重组 底 物 中 发 挥 重要 作用 ; @ 非 逆转 录 病 毒 的 逆 
转 座 子 ， 其 中 该 元 件 的 RNA 拷贝 对 于 它 整合 到 目标 
DNA 中 起 中 心 作用 ,该 RNA 作为 直接 的 模板 ， 参 与 
目标 DNA 引导 的 逆转 录 过 程 。 

有 趣 的 是 ， 似 乎 不 同 的 生物 中 存在 不 同类 型 的 占 
优势 地 位 的 转 座 子 。 例 如 ， 细 菌 转 座 子 大 部 分 都 是 
DNA 转 座 子 ， 还 存在 少量 的 与 非 逆 转录 病毒 的 逆转 座 
子 相关 的 转 座 子 。 在 酵母 中 ， 观 察 到 的 主要 的 可 移动 
元 件 是 逆转 录 病 毒 样 的 逆转 座 子 。 在 果 蝇 中 ， 这 三 类 
转 座 子 都 能 找到 。 最 后 ， 人 类 基因 组 含有 全 部 三 种 类 
型 转 座 子 ， 但 是 正如 下 面 讨论 的 ， 它 们 的 进化 历史 却 
显著 不 同 。 


基因 组 序列 揭示 出 转 座 元 件 发 生 过 转移 的 
大 概 时 间 


人 类 基因 组 的 核 苷 酸 序列 提供 了 跨越 进化 历史 后 
转 座 子 活动 的 丰富 的 “化 石 纪录 ”。 仔 细 比 较 人 类 基因 
组 中 将 近 3 百 万 多 种 的 转 座 元 件 残迹 的 核 苷 酸 序列 后 ， 
可 能 大 致 重建 转 座 子 经 历 几 十 亿 年 的 时 间 ， 在 我 们 祖 
先 基因 组 中 的 移动 情况 。 例 如 ，DNA 转 座 子 在 人 类 和 
古代 猴子 (25 百 万 一 35 百 万 年 前 ) 开始 趋 异 进化 之 
前 ， 似 乎 曾 非常 活跃 ; 但 是 由 于 它们 逐渐 累积 了 无 活 
性 的 突变 ， 所 以 自 那 时 开始 ， 它 们 在 人 类 谱系 中 就 已 
失 活 了 。 同 样 ， 虽 然 我 们 基因 组 存在 许多 反 转 录 病 毒 
样 的 道 反 转 座 子 的 残迹 ， 但 是 现在 它们 似乎 都 已 没有 
活性 。 人 们 认为 自从 约 7 百 万 年 前 ， 人 类 和 大 猩猩 趋 
异 进化 以 来 ， 只 有 一 个 家 族 的 反 转 录 病 毒 的 逆转 座 子 
在 人 类 基因 组 中 发 生 了 转 座 。 非 反 转 录 病 毒 的 逆转 座 子 
同样 非常 古老 , 但 与 其 他 两 种 类 型 相 比 ， 它 们 中 有 些 仍 
然 在 我 们 基因 组 中 转移 。 前 面 提 到 过 ， 它 们 导致 了 人 类 
基因 一 部 分 新 的 突变 ， 每 1000 个 突变 中 约 有 2 个 。 

小 鼠 中 的 情况 则 很 不 一 样 。 虽 然 人 类 和 小 鼠 基因 
组 含有 密度 大 致 相同 的 三 种 类 型 转 座 子 ， 但 是 两 种 逆 
转 座 子 在 小 鼠 基因 组 中 仍然 活跃 地 发 生 转 座 ， 导 致 约 
10% 的 新 突变 。 显 然 ， 我 们 还 只 是 刚 开始 了 解 转 座 子 


的 移 运 是 如 何 形成 现代 哺乳 动物 的 基因 组 。 有 人 提出 约 170 百 万 年 前 ， 哺 乳 动物 自 同 一 祖先 
繁衍 ， 扩 展 成 一 个 谱系 的 过 程 中 ， 转 座 活动 的 突然 暴发 参与 了 关键 的 物种 形成 事件 。 在 这 一 
点 上 ， 我 们 只 能 想 知 道 我 们 人 类 独特 的 品质 中 的 许多 品质 是 如 何 由 许多 可 移动 遗传 元 件 的 过 
去 活动 所 产生 的 ， 现 在 在 我 们 染色 体 中 能 找到 这 些 可 移动 遗传 元 件 的 残迹 。 
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图 5-77 被 建议 的 分 别 在 人 类 和 小 鼠 基因 组 中 发 现 的 富余 Alu 和 B1 序列 的 扩 增 模式 
这 两 个 转 座 DNA 序列 被 认为 从 编码 SRP RNA 的 重要 的 7SL RNA 基因 进化 而 来 (图 12-41)。 在 
这 些 高 度 重复 元 件 的 物种 分 布 和 序列 相似 性 基础 上， 拷贝 数 主要 扩 增 在 小 鼠 和 人 类 中 似乎 单独 进 
行 (图 5-78) (摘自 PLdeininger and E. R. Daniels, Trends Genet. 2; 76~80, 1986 和 国际 人 

类 基因 组 测序 共 联 体 ，Nature 409; 860~921, 2001) 


和 人类- 珠 纪 白 基因 入 
e PA 8 B 
ANG PRR ATA AR 
A t pmser nner 
10 000 
BEMA 


图 5-78 人 类 和 小 限 基 因 组 中 PRRARAROLR, DTH 
这 幅 简 图 中 人 类 基因 组 包含 5 个 有 功能 的 2 珠 蛋 白 样 基因 GEE): 而 小 鼠 基因 组 中 可 比较 的 部 
分 只 有 4 个 。 绿色 环 表 示人 类 Alu 序列 的 位 置 ， 红 色 环 表示 人 类 Ll 序列 的 位 园 。 小 鼠 基 因 组 含 
有 不 同 但 相关 的 转 座 元 件 ， 蓝 色 三 角 表 示 与 人 类 Alu 相关 的 Bl 元 件 的 位 置 。 黄 色 三 角 表 示 小 鼠 
LI 元 件 的 位 置 ( 与 人 类 L1 序列 相关 )。 由 于 在 小 鼠 和 人 类 B 珠 蛋白 基因 簇 中 发 现 的 转 座 子 元 件 
的 DNA 序列 和 位 置 如 此 不 同 ， 所 以 相信 它们 在 相对 较 晚 的 进化 时 期 ， 在 各 自 的 基因 组 中 独立 积 
累 (经 Ross Hardison 和 Webb Miller 允许 后 使 用 ) 


保守 的 位 点 特异 性 重组 能 可 逆 地 重 排 DNA 


一 种 不 同类 型 的 称 为 保守 的 位 点 特异 性 重组 的 特异 性 重组 类 型 介 导 了 其 他 类 型 的 可 移动 
DNA 元 件 的 重 排 。 在 这 种 途径 中 ， 断 裂 和 连接 发 生 在 两 个 特殊 位 点 ， 每 条 参与 的 DNA 分 子 上 
各 有 一 个 。 根 据 两 个 重组 位 点 的 方向 ， 能 发 生 DNA 整合 、DNA 切除 或 者 DNA 倒 位 〈 图 5-79) 。 

位 点 特异 性 重组 酶 在 每 条 DNA 分 子 的 特殊 序列 上 断裂 并 重新 连接 两 个 DNA 双 螺旋 ， 这 
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图 5-79 保守 的 位 点 特异 重组 产生 的 两 种 DNA 重 排 
《A) 和 《B) 中 的 反应 之 间 唯 一 差别 在 于 发 生 位 点 特异 性 重组 的 两 个 DNA 位 点 〈 用 箭头 表示 ) 相对 方 
向 不 同 。(A) 通过 整合 反应 ， 一 个 环 状 DNA 分 子 能 整合 到 另 一 个 DNA 分 子 中 ， TR 〈 切 除 )， 
它 能 出 来 重新 形成 原先 的 DNA 环 。 和 只 菌 体 和 其 他 细菌 病毒 正 是 以 这 种 方式 从 它们 的 宿主 染色 体 进 进 
出 出 的 。(B) 保守 的 位 点 特异 性 重组 也 能 倒 位 染色 体 中 的 特定 DNA 片段 。 一 个 详细 研究 的 DNA 倒 位 
的 例子 ， 发 生 在 忌 伤 寒 沙门 杆菌 中 ， 它 是 人 类 中 引起 食物 中 毒 主要 原因 的 一 种 生物 ，DNA 片段 的 倒 位 
改变 了 细菌 产生 的 入 毛 类 型 《图 7-64) 


呢 菌 体 lambda 的 环 状 染 色 体 
ers SARATA 
| lambda i 
整合 酶 结合 蛋白 复合 体 


E- 异 源 双 链 接合 处 alt 


噬菌体 整合 进 细菌 染色 体 


图 5-80 IRIRA ERK DNA 染色 体 插入 细菌 染色 体 中 
在 这 个 位 点 特异 重组 中 ，X 整合 酶 结合 每 个 染色 体 上 特殊 的 “附着 位 点 ”DNA 序列 ， 并 在 此 切 开 并 将 小 段 同 
W DNA 序列 包括 在 内 。 然 后 整合 酶 将 伙伴 链 打 开 ， 再 重新 封闭 以 形成 一 个 10 个 核 萌 酸 对 长 的 异 源 双 链 连接 ， 
总 共 需 要 4 个 链 断 裂 和 链 连接 反应 ;对 于 它们 每 一 个 而 言 ， 断 型 的 磷酸 二 酯 键 的 能 量 储存 在 DNA 和 酶 之 间 
短暂 的 共 价 连接 中 ， 这 样 DNA 链 的 重新 封闭 就 不 需 ATP 或 DNA 连接 酶 
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些 酶 常常 以 可 北 的 方式 实现 这 一 点 : 将 两 条 DNA 分 子 连接 起 来 的 同一 个 酶 系统 能 再 次 使 它 
们 分 离 并 精确 地 恢复 成 原来 的 两 条 DNA 分 子 。 因 此 ， 将 这 种 类 型 的 重组 称 为 “保守 ”的 位 
点 特异 性 重组 ， 以 便 与 前 面 讨论 的 机 制 不 同 的 转 座 的 位 点 特异 性 重组 区 别 。 

一 种 细菌 病毒 ，X 噬菌体， 是 从 生物 化 学 方面 第 一 个 详细 研究 的 可 移动 DNA 元 件 。 当 该 
病毒 进入 细胞 时 ， 就 合成 一 种 病毒 编码 的 酶 ， 该 酶 称 为 整合 酶 。 该 酶 介 导 病毒 DNA 与 细 
菌 染色 体 的 共 价 连接 ， 使 病毒 成 为 细菌 染色 体 的 一 部 分 ， 这 样 它 就 能 自动 地 进行 复制 ， 作 为 
宿主 DNA 的 一 部 分 。 和 整合 酶 反应 的 一 个 重要 特征 就 是 重组 位 点 由 两 条 相关 但 不 同 的 DNA 
序列 的 识别 决定 ， 一 条 定位 于 哈 菌 体 染 色 体 ， 而 另 一 条 位 于 宿主 细菌 的 染色 体 。 当 几 个 整合 
酶 蛋白 质 分 子 以 及 几 个 宿主 蛋白 质 牢 周 地 结合 到 噬菌体 环 状 染色 体 的 一 段 特殊 DNA 序列 上 
的 时 候 ， 重 组 过 程 就 开始 了 。 该 DNA- 蛋 白质 复合 物 现在 就 能 结合 到 细菌 染色 体 上 的 一 段 附 
着 位 点 DNA 序列 ， 从 而 将 细菌 和 噬菌体 染色 体 带 到 一 起 。 然 后 ， 整 合 酶 催化 所 需 的 切割 和 
填补 反应 ， 引 起 位 点 特异 的 链 交 换 。 因 为 两 条 连接 序列 存在 一 小 段 同 源 序列 区 域 ， 所 以 在 这 
个 交换 位 点 形成 一 段 小 的 异 源 双 链 连接 (图 5-80) 。 
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图 5-81 入 噬菌体 的 生命 周期 
双 链 ADNA 基因 组 含有 50 000 个 核 苷 酸 对 ， 并 编码 50 一 60 个 不 同 的 蛋白 质 。 当 XDNA 进入 细胞 后 ， 末 端 就 连接 起 来 形成 
个 环 状 DNA 分 子 .该 喀 菌 体能 在 大 肠 杆 菌 中 通过 裂解 途径 增殖 ， 它 会 破坏 细胞 ， 或 者 它 能 进入 一 种 潜伏 的 溶 原状 态 。 扒 
带 和 深 原 菌 的 细胞 受到 损伤 ， 会 诱导 溶 原 菌 从 宿主 染色 体 出 来 ， 并 转变 为 裂解 生长 〈 绿 色 箭头 )。ADNA 不 论 进入 细菌 染 
色 体 还 是 出 来 ， 都 通过 保守 的 位 点 特异 性 重组 ， 由 入 整合 酶 催化 完成 〈 图 5-80) 
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入 整合 酶 与 DNA 拓扑 异 构 酶 类 似 ， 当 它 将 链 打 断 时 ， 与 DNA 形成 一 个 可 逆 的 共 价 连 
接 。 因 此 ， 该 位 点 特异 性 重组 事件 即便 在 缺少 ATP 和 DNA 连接 酶 的 情况 下 也 能 发 生 ， 后 两 
者 对 于 磷酸 二 酯 键 的 形成 通常 是 必需 的 。 

相同 类 型 的 位 点 特异 性 重组 机 制 也 可 反 过 来 用 于 促进 结合 在 特殊 的 重组 位 点 上 的 可 移动 
元 件 的 切除 ， 这 些 位 点 以 正 向 重复 的 形式 存在 。 在 和 噬菌体 中 ， 在 对 特异 信号 的 应 答 中 切除 
使 其 能 够 从 大 肠 杆 菌 染 色 体 中 的 整合 位 点 出 来 ， 并 在 细菌 细胞 内 迅速 增殖 〈 图 5-81) 。 切 除 由 
一 个 蛋白 质 复 合体 催化 ， 该 蛋白 质 复合 体 是 由 整合 酶 和 宿主 因子 以 及 另 一 种 咽 菌 体 蛋 白质 
一 一 切除 酶 组 成 。 切 除 酶 只 在 宿主 细胞 处 于 胁迫 时 才 由 病毒 产生 ， 在 这 种 情况 下 ， 噬 菌 体 倾 
向 于 离开 宿主 细胞 并 再 次 作为 病毒 颗粒 增殖 。 


保守 的 位 点 特异 性 重组 能 够 用 来 打开 或 关闭 基因 


如 果 保守 的 位 点 特异 性 重组 识别 的 特异 位 点 方向 发 生 倒 位 ， 那 么 位 点 间 的 DNA 序列 也 
会 倒 位 ， 而 不 会 切除 〈 图 5-79)。 许 多 细菌 用 DNA 序列 的 这 种 倒 位 来 控制 特定 基因 的 表达 。 
例如 ， 通 过 将 分 开 的 编码 片段 排列 成 活跃 的 基因 。 这 种 基因 控制 具有 可 直接 遗传 的 优势 ， 因 
为 当 细胞 分 裂 时 ，DNA 的 新 排列 自动 转移 到 子 代 染 色 体 中 。 
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图 5-82 转基因 动物 中 如 何 利用 保守 的 位 点 特异 性 重组 酶 打开 一 群 细胞 特异 基因 
该 技术 需要 两 个 专门 通过 基因 工程 方法 得 到 的 DNA 分 子 插入 到 动物 的 生殖 细胞 系 中 。(A) 图 中 所 示 的 DNA 分 子 已 经 
过 改造 ， 具 有 特异 的 识别 位 点 绿色 )， 这 样 感 兴趣 的 基因 (红色 ) 只 有 在 利用 这 些 位 点 的 位 点 特异 性 重组 酶 受 诱导 后 
才 转录 。 如 右 图 所 示 ， 这 个 诱导 移 走 一 个 标记 基因 (MWE) 并 带 来 邻近 兴趣 基因 的 启动 子 DNA (橙色 )。 重 组 酶 是 可 诱 
导 的 ， 因 为 它 由 另 一 个 DNA 分 子 〈 外 显 子 ) 编码 ,该 DNA 已 经 过 改造 ， 已 确保 该 酶 只 在 动物 用 特殊 的 小 分 子 处 理 或 
者 升 高 温度 之 后 才 合成 。(B) 重组 酶 的 瞬时 诱导 引起 该 酶 短暂 的 大 量 合成 ， 从 而 引起 偶然 细胞 中 发 生 DNA 重 排 。 对 于 
该 细胞 以 及 它 所 有 的 后 代 而 言 ， 标 记 基因 是 失 活 的 ， 兴 趣 基 因 则 自发 活化 [如 (A) 中 所 示 ]。 在 表达 兴趣 基因 的 发 育 动物 
中 细胞 的 克隆 能 通过 它们 标记 和 蛋白质 的 委 失 加 以 鉴定 。 这 种 技术 广泛 用 于 小 鼠 和 果 蝇 ， 因 为 它 使 研究 者 能 够 研究 在 完好 
的 动物 中 一 组 细胞 表达 任何 兴趣 基因 的 影响 。 在 利用 该 技术 的 一 个 实例 中 ， 利 用 了 Pl PRAY Cre 重组 酶 和 它 的 loxP 
识别 位 点 
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这 些 类 型 的 酶 也 成 为 细胞 及 发 育 学 家 强 有 力 的 工具 。 为 了 阐明 特定 基因 和 蛋白质 在 
复杂 的 多 细胞 生物 内 的 作用 ， 可 以 利用 遗传 工程 技术 将 编码 位 点 特异 性 重组 酶 的 基因 和 
含有 该 酶 识别 DNA 位 点 的 精心 设计 的 目标 DNA 引入 小 鼠 中 。 在 合适 的 时 间 ， 该 酶 的 编 
码 基 因 能 被 激活 ， 并 重新 排列 目标 DNA 序列 。 这 种 重 排 常用 来 在 小 鼠 特 定 组 织 中 诱导 
特定 蛋白 质 的 合成 〈 图 5-82) 。 通 过 同样 的 方式 ， 该 技术 也 可 用 于 在 感 兴趣 的 组 织 中 关 
闭 任何 的 特定 基因 。 通 过 这 种 办 法 ， 理 论 上 研究 者 可 以 确定 出 任何 蛋白 质 对 完好 动物 的 


任何 组 织 的 影响 。 
小 结 


几乎 所 有 生物 体 的 基因 组 都 含有 可 移动 遗传 元 件 ， 能 以 转 座 的 或 保守 的 位 点 特异 性 重组 
过 程 从 基因 组 中 一 个 位 点 转移 到 另 一 个 位 点 。 在 大 多 数 情况 下 ， 这 种 转移 是 随机 的 并 且 发 生 
的 频率 很 低 。 可 移动 遗传 元 件 包 括 转 座 子 [ 它 只 能 在 单个 细胞 内 移动 (以 及 该 细胞 的 子 细 
胞 )] 和 那些 基因 组 能 整合 到 宿主 细胞 基因 组 中 去 的 病毒 。 

存在 三 类 转 座 子 : DNA 转 座 子 、 反 转录 病毒 样 的 逆转 座 子 以 及 非 反 转 录 滴 毒 的 北 转 座 
子 。 除 第 三 类 外 ， 其 他 两 类 在 病毒 之 间 都 存在 同 源 物 。 尽 管 可 以 将 病毒 和 转 座 元 件 视 为 寄生 
物 ， 但 是 在 它们 的 位 点 特异 性 重组 事件 导致 的 DNA 序列 新 的 排列 中 ， 有 许多 形成 了 对 细胞 


和 生物 体 进化 很 关键 的 遗传 变化 。 
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6 细胞 如 何 解读 基因 组 


从 DNA 到 RNA 
从 RNA 到 蛋白质 
RNA 世界 与 生命 的 起 源 


只 有 在 20 世纪 50 年 代 早期 发 现 了 DNA 结构 以 后 ， 才 知道 了 细胞 内 的 遗传 信息 是 如 何 
在 DNA 核 苷 酸 序 列 中 编码 的 。 从 那 以 后 取得 的 进展 令 人 惊奇 。50 年 后 ， 我 们 完成 了 许多 生 
物 ， 包括 人 类 基因 组 的 测序 ， 因 而 知道 了 产生 一 个 像 我 们 自己 这 样 复杂 的 生物 体 所 需要 的 最 
大 信息 量 。 生 命 所 需 遗 传 信息 的 有 限 性 限制 了 细胞 的 生物 化 学 以 及 结构 特征 ， 也 清楚 地 表明 
生物 学 并 不 是 无 限 复杂 的 。 

本 章 我 们 解释 如 何 解码 和 利用 基因 组 中 的 信息 。 我 们 将 看 到 ， 人 类 已 经 了 解 了 很 多 有 关 
四 字母 表 CDNA 中 4 种 不 同 的 核 苷 酸 ) 编写 的 遗传 指令 如 何 指导 形成 细菌 、 果 蝇 ， 或 者 人 。 
但 是 要 和 弄 清 生 物 基因 组 中 储存 的 信息 如 何 形成 即便 是 最 简单 的 ， 只 有 500 个 基因 的 单 细胞 细 
菌 ， 仍 然 需要 我 们 大 量 的 努力 ， 更 不 用 说 这 些 信息 如 何 指导 形成 拥有 将 近 30 000 个 基因 的 人 
类 了 。 目 前 仍然 存在 大 量 未 知 领域 ; 因此 ， 许 多 令 人 着 迷 的 挑战 正 等 着 下 一 代 细 胞 生物 学 家 
去 征服 。 

考察 一 小 部 分 果 蝇 基因 组 后 ， 就 能 让 我 们 认识 到 细胞 在 解码 基因 组 中 所 面临 的 问题 (图 
6-1)。 各 种 基因 组 中 大 部 分 DNA 编码 信息 都 用 于 指令 生物 合成 的 每 种 蛋白 质 的 氨基 酸 线性 顺 
序 一 一 序列 。 正 如 第 3 章 描述 的 ， 氨 基 酸 序列 继而 再 指令 每 个 蛋白 质 如 何 折 郑 ， 使 分 子 具 有 
不 同 的 形状 和 化 学 性 质 。 因 此 当 细胞 合成 某 种 特定 的 蛋白 质 时 ， 就 必须 对 基因 组 相应 的 编码 
区 域 进行 精确 的 解码 。 基 因 组 DNA 中 编码 的 其 他 信息 规定 了 每 个 基因 表达 成 蛋白 质 ， 究 竟 
在 生物 生命 过 程 中 哪个 确切 的 时 间 以 及 哪个 确切 的 细胞 类 型 中 进行 。 由 于 蛋白 质 是 细胞 主要 
组 分 ， 所 以 基因 组 的 解码 不 仅 决定 了 细胞 的 大 小 、 形 状 、 化 学 特性 和 行为 ， 而 且 决 定 了 地 球 
上 每 个 物种 的 不 同 特征 。 

可 能 有 人 会 推测 基因 组 中 的 信息 是 井井有条 地 排列 的 ， 就 像 一 本 字典 或 者 一 个 电话 矢 。 
虽然 有 些 细菌 的 基因 组 看 起 来 相当 有 组 织 ， 但 是 大 多 数 多 细胞 生物 的 基因 组 ， 如 果 蝇 ， 却 
出 人 意料 地 杂乱 无 章 。 小 段 的 编码 DNA (也 就 是 编码 蛋白 质 的 DNA) 分 散在 大 段 表面 上 
看 毫 无 意义 的 DNA 之 间 。 基 因 组 有 些 部 分 含有 许多 基因 ， 而 另 一 部 分 则 完全 不 含 基因 。 
细胞 内 功能 紧密 相关 的 蛋白 质 的 基因 常常 位 于 不 同 的 染色 体 ， 而 相 邻 基因 编码 的 蛋白 质 通 
常 在 细胞 内 毫 不 相干 。 由 此 可 见 ， 解 读 基因 组 并 不 是 简单 的 事情 。 即 使 在 功能 强大 的 电脑 
帮助 下 ， 研 究 者 们 仍然 难以 确切 地 定位 出 复杂 基因 组 DNA 序列 中 基因 从 哪里 开始 ， 在 哪 
里 结束 ， 更 不 用 说 去 预计 每 个 基因 在 生物 体 生命 的 哪 一 时 刻 表达 了 。 虽 然 已 经 知道 了 人 类 
基因 组 DNA 序列 ， 但 是 可 能 人 类 仍然 需要 至 少 10 年 的 时 间 去 鉴定 出 每 一 个 基因 ， 并 确定 
它 所 产生 的 蛋白 质 准确 的 氨基 酸 序列 。 然 而 我 们 体内 的 细胞 每 秒 钟 可 以 成 千 上 万 遍地 做 到 
这 一 点 。 
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图 6-1 黑 腹 果 蝇 基因 组 2 号 染色 体 一 部 分 的 图 解 描述 
该 图 代表 大 约 整个 果 蜗 基因 组 3%， 分 别 排列 成 6 条 连续 的 片段 。 正 如 图 例 中 总 结 的 ， 符 号 代表 意义 是 ， 彩色 的 条 带 ; 
CC 碱 基 对 成 分 ;不同 厚度 的 黑色 科 直 线 : 转 座 元 件 的 位 置 ， 较 厚 的 条 带 表 示 元 件 簇 ; 彩色 框 ， 一 条 DNA 链 上 编码 的 
《位 于 中 间 线 上 部 的 框 》 基 因 (已 知 和 预测 的 ) 和 另 一 条 链 上 编码 的 基因 (中间 线 下 面 的 方 框 ;。 每 个 预测 基因 的 长 度 包 
括 其 外 显 子 编码 蛋白 的 DNA) 和 内 含 子 〈 非 编码 DNA) (图 4-25)。 如 图 例 中 所 示 ， 每 个 基因 框 高 度 与 不 同 数据 库 中 
匹配 该 基因 的 cDNA SCH LED. 第 8 章 将 描述 ，cDNA 是 mRNA 分 子 的 DNA 拷贝 ， 多 种 数据 库 中 已 储存 了 大 量 的 
cDNA 核 苷 酸 序列 的 集合 。cDNA 核 背 酸 序列 与 特定 的 预测 基因 核 苷 酸 序列 匹配 数量 越 多 ， 就 可 以 更 加 确信 所 预测 的 基 
因 转录 成 RNA， 因 而 是 一 个 真 基因 。 每 个 基因 框 〈 见 图 例 中 颜色 编码 ) 的 颜色 表示 其 他 生物 中 是 否 存在 一 个 密切 相关 
的 基因 。 例 如 ，MWY 表示 该 基因 在 哺乳 动物 和 线虫 以 及 酿酒 酵母 中 有 近亲 ，MW 则 表示 该 基因 在 哺乳 动物 和 线虫 中 
有 近亲 但 在 醉 母 中 没有 (摘自 Mark D. Adams et al., Science, 287: 2185~2195, 2000) 
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基因 组 中 的 DNA 本 身 不 能 指导 蛋白 质 的 合成 ， 而 
是 利用 了 RNA 作为 中 间 物 分 子 。 当 细胞 需要 特定 的 蛋 DNAB EL 

白质 时 ， 就 首先 将 染色 体 中 宛 长 DNA 分 子 的 适当 部 位 ( ) 
拷贝 成 RNA (此 过 程 称 为 转录 )。 正 是 DNA 片段 的 这 cae 


5" py 
此 RNA 拷贝 直接 用 作 模 板 ， 指 导 蛋 白质 的 合成 (此 过 AEE 


程 称 为 翻译 )。 因 此 遗传 信息 在 细胞 内 的 流向 是 从 DNA anata 
到 RNA， 再 到 蛋白 质 (图 6-2)。 所 有 细胞 ， 从 细菌 到 
人 类 ， 都 以 这 种 方式 表达 它们 的 基因 ， 这 是 一 个 如 此 根 。 ， gee 
本 的 原理 ， 以 至 于 称 它 为 分 子 生物 学 中 心 法 则 。 i 
尽管 中 心 法 则 具有 普遍 性 ， 信 息 流 从 DNA BE oe 


白质 在 方式 上 也 有 许多 重要 的 变化 。 其 中 的 原理 就 在 onono oo 
PAGI i NRD CO EE 
于 ， 真 核 细胞 中 RNA 转录 物 能 够 从 细胞 核 内 出 来 并 RA 
翻译 成 蛋白 质 之 前 ， 在 细胞 核 内 经 过 一 系列 加 工 过 
程 ， 包 括 RNA 剪接 。 这 些 加 工 过 程 会 关键 性 地 改变 图 92 从 DNA 到 蛋白 质 的 途径 
RNA 分 子 的 “含义 "。 因 此 对 于 理解 真 核 生物 如 何 解 SER nee 
读 基因 组 很 重要 。 最 后 ， 虽 然 我 们 本 章 主要 讨论 基因 
组 编码 蛋白 质 的 合成 ， 但 是 我 们 要 看 到 ， 有 些 基因 的 终 产物 是 RNA。 与 蛋白 质 相 似 ， 这 些 
RNA 有 许多 折 状 成 精确 的 三 级 结构 ， 在 细胞 内 发 挥 结构 和 催化 作用 。 

本 章 我 们 首先 讨论 解码 基因 组 的 第 一 步 ， 一 个 基因 的 DNA 产生 一 个 RNA 分 子 的 转录 过 
程 。 然 后 我 们 按 这 个 RNA 分 子 在 细胞 中 的 命运 继续 讨论 ， 直 到 最 后 形成 正确 折 基 的 蛋白 质 
为 止 。 在 本 章 的 最 后 ， 我 们 来 了 解 现存 的 相当 复杂 的 信息 存储 体系 ， 以 及 转录 和 翻译 可 能 是 
怎样 从 细胞 进化 最 早期 比较 简单 的 系统 衍生 而 来 的 。 


从 DNA 到 RNA 


转录 和 翻译 是 细胞 解读 或 表达 它们 基因 中 遗传 指令 的 方式 。 由 于 从 同一 基因 能 产生 许多 
相同 的 RNA 拷贝 ， 而 且 每 个 RNA 分 子 都 能 指导 合成 许多 相同 的 蛋白 质 ， 所 以 如 果 需 要 的 
话 ， 细 胞 能 迅速 合成 大 量 蛋 白质 。 但 是 每 个 基因 也 能 以 不 同 的 效率 进行 转录 和 翻译 ， 使 得 细 
胞 能 够 大 量 的 合成 某 些 蛋 白质 而 又 小 量 的 合成 另 一 些 〈 图 6-3)。 此 外 ,我 们 在 下 一 章 将 会 看 
到 ， 细 胞 能 根据 当时 的 需要 情况 ， 改 变 或 调节 它 每 一 个 基因 的 表达 一 一 最 明显 的 就 是 通过 控 
制 它 的 RNA 的 合成 。 


部 分 DNA 序列 转录 成 RNA 


细胞 解读 它 所 需 的 遗传 指令 部 分 时 ， 第 一 步 就 是 将 其 DNA 核 苷 酸 序列 特定 部 分 〈 一 个 
基因 ) 拷贝 成 RNA 核 苷 酸 序列 。 虽 然 RNA 中 信息 拷贝 成 男 一 种 化 学 形式 ， 但 其 编写 语言 
然 与 DNA 中 的 编写 语言 在 本 质 上 相同 一 一 核 苷 酸 序列 的 语言 。 由 此 得 到 这 个 名 字 ， 转 录 
(transcription) 。 

与 DNA 一 样 ，RNA 是 由 4 种 不 同 的 核 背 酸 亚 单位 通过 磷酸 二 酯 键 连接 起 来 形成 的 线性 
聚合 物 (图 6-4)。 它 在 化 学 上 与 DNA 存在 两 方面 差别 : ORNA 中 的 核 苷 酸 是 核糖 核 背 
酸 一 一 也 就 是 说 它们 含有 核糖 (由 此 产生 核糖 核 苷 酸 这 个 名 字 ) 而 不 是 脱氧 核糖 核 苷 酸 ;@ 虽 然 
tj DNA 类似,RNA ARRI (A), Se (G) 和 胞 喀 啶 碱 基 〈C)， 但 它 含 有 尿 喀 喧 
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图 6-3 基因 能 以 不 同 的 效率 表达 
基因 A 转录 和 翻译 比 基 因 B 更 有 效 得 多 。 这 使 得 细胞 中 蛋白 A 的 量 比 蛋白 B 的 量 大 得 多 


〈U)， 而 不 是 胸腺 喀 啶 (T)。 由 于 U 与 一 样 ， 能 与 A 通过 氧 键 形成 碱 基 配 对 (图 6-5)， 
所 以 第 4 章 和 第 5 章 中 描述 的 DNA 互补 配对 的 特性 也 适用 于 RNA (在 RNA H, G 与 C 配 
对 ，A 与 U 配 对 )。 然 而 ， 在 RNA 中 也 常常 能 找到 其 他 罕见 的 碱 基 配 对 类 型 ， 如 G 偶尔 与 
U 配 对 。 

除了 这 些 化 学 上 的 微小 差别 以 外 ，DNA 和 RNA 整体 结构 也 显著 不 同 。DNA 在 细胞 内 
总 是 以 双 链 螺旋 出 现 ，RNA 却 以 单 链 出 现 。 因 此 RNA 折 得 成 不 同 的 形状 ， 就 像 一 条 多 肽 链 
折 春 起 来 形成 蛋白 质 的 最 终 形状 那样 〈 图 6-6)。 本 章 后 面 我 们 会 看 到 ， 某 些 RNA HTN 
成 复杂 三 维 形状 的 能 力 赋予 其 结构 和 催化 功能 。 


转录 产生 与 DNA 一 条 链 互 补 的 RNA 


细胞 内 所 有 的 RNA 都 通过 DNA 转录 产生 ， 该 过 程 与 第 5 章 讨论 的 DNA 复制 过 程 存在 
某 些 相似 性 。 转 录 起 始 于 DNA 双 螺 旋 一 小 部 分 打开 并 解 旋 ， 从 而 暴露 出 每 条 DNA 链 上 的 碱 
基 。 然 后 DNA 双 螺 旋 的 两 条 链 中 有 一 条 作为 合成 RNA 分 子 的 模板 。 与 DNA 复制 一 样 ， 
RNA 链 的 核 背 酸 序列 申 即将 加 入 的 核 背 酸 和 DNA 模板 之 间 互补 碱 基 配 对 决定 。 如 果 形成 很 
好 的 配对 ， 进 入 的 核糖 核 童 酸 就 与 生长 的 RNA 链 通过 酶 促 反应 共 价 连接 起 来 。 转 录 产生 的 
RNA 链 (转录 物 ) 每 次 延长 一 个 核 苷 酸 ， 其 核 并 酸 序 列 与 用 作 模 板 的 DNA 链 恰好 互补 〈 图 
6-7). 

但 是 ， 转 录 在 许多 关键 方面 与 DNA 复制 不 同 。 与 新 合成 的 DNA BEATA, RNA 链 与 
DNA 模板 链 之 前 并 没有 保持 氢 刍 连接。 相反， 就 在 加 入 核糖 核 苷 酸 的 区 域 后 面 ，RNA 链 被 
取代 ， 重 新 形成 DNA 螺旋 。 因 此 ， 转 录 产生 的 RNA 分 子 以 单 链 形式 从 DNA 模板 上 释放 下 
来 。 此 外 ，RNA 分 子 比 DNA 分 子 短 得 多 。 一 条 人 类 染色 体 DNA 分 子 可 以 长 达 25 亿 个 核 普 
酸 对 : 相 比 之 下 ， 大 多 数 RNA 长 不 过 几 千 个 核 苷 酸 ， 而 且 许多 还 要 短 得 多 。 

行使 转录 功能 的 酶 称 为 RNA 聚合 酶 。 与 催化 DNA 复制 的 DNA 聚合 酶 类 似 〈 讨 论 见 第 5 
章 )，RNA 聚合 酶 催化 磅 酸 二 酯 键 的 形成 ， 将 核 苷 酸 连接 起 来 形成 一 条 线性 链 。RNA RAN 
沿 DNA 一 步 一 步 移动 ， 在 聚合 作用 活性 位 点 前 面 将 DNA 螺旋 解 旋 ， 以 暴露 出 模板 链 的 新 区 
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(B) 


图 6-4 RNA 的 化 学 结构 
CA) RNA 含有 核糖 ， 它 与 DNA 中 使 用 的 脱氧 核糖 不 同 ， 因 为 多 一 个 额外 的 一 OH 基 团 。 (B) RNA AA RE 
基 ， 它 与 DNA 中 的 对 等 碱 基 ， 胸 腺 喀 喧 不同， 因为 它 缺 少 一 个 一 CHs 基 团 。(C) 一 小 段 RNA, RNA 中 核 薄 酸 之 间 
的 磷酸 二 酷 化 学 键 与 DNA 中 的 相同 


域 ， 供 互补 碱 基 配 对 。 通 过 这 种 方式 ， 生 长 的 RNA 链 沿 5 ~~3 方向 每 次 延伸 一 个 核 背 酸 〈 图 
6-8)。 酶 的 底 物 是 核 苷 三 磷酸 (ATP. CTP, UTP 和 GTP); 与 DNA 复制 一 样 ， 高 能 键 的 
水 解 提 供 能 量 推动 反应 向 前 进行 〈 图 5-4) 。 

RNA 链 在 合成 时 几乎 立即 从 DNA 上 释放 ， 这 意味 着 在 第 一 条 RNA 转录 完成 之 前 ， 就 
能 起 始 另 一 条 RNA 分 子 的 合成 ， 这 样 在 相对 较 短 的 时 间 里 可 以 从 同一 基因 产生 许多 RNA HE 
DL (图 6-9)。 通 过 这 种 方式 ， 如 果 RNA 聚合 酶 以 20 个 核 苷 酸 /s 的 速度 ( 真 核 生物 中 的 速 
度 )， 彼 此 紧 跟 着 移动 ， 那 么 1h 内 就 能 从 单个 基因 合成 出 一 千 多 条 转录 物 。 

虽然 RNA 聚合 酶 催化 本 质 上 与 DNA 育 合 酶 相同 的 化 学 反应 ,但 是 两 种 酶 之 间 也 存在 一 
些 重要 的 不 同 之 处 。 首 先 ， 也 是 最 明显 的 ，RNA 素 合 酶 催化 核糖 核 苷 酸 之 间 的 连接 ， 而 不 是 
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图 6-5 尿 喀 啶 与 腺 最 哈 配 对 


U 中 和 缺少 一 个 一 CHh 基 团 对 碱 基 配 对 设 有 影响 


U-A 碱 基 对 与 T-A 碱 基 对 非常 相似 CEH 4-4) 


“A 


BRRR. Hk, 525 DNA 复制 的 DNA R 
合 酶 不 同 的 是 ，RNA 聚合 酶 能 够 在 没有 引物 的 情况 下 
起 始 RNA 链 合成 。 存 在 这 种 差别 可 能 是 因为 转录 不 需 
要 像 DNA 复制 那样 精确 ( 表 5-1)。 与 DNA 不 同 ， 在 
细胞 中 ，RNA 并 不 永久 性 地 储存 信息 。 每 拷贝 10! 个 
BEMA RNA H, RNA 聚合 酶 就 会 出 现 1 次 错误 
( 相 比 之 下 ，DNA 聚合 酶 直接 拷贝 时 错误 率 大 约 为 每 
10’ AFAR 1 次 )， 并 且 在 RNA 转录 中 出 现 错误 的 后 
果 远 不 及 DNA 复制 中 那么 明显 。 

虽然 RNA 聚合 酶 并 不 像 复 制 DNA 的 DNA 聚合 
酶 一 样 精确 ， 但 它们 具备 忠实 性 有 限 的 校对 机 制 。 如 
果 错 误 的 核糖 核 苷 酸 加 入 到 生长 的 RNA 链 中 ， 聚 合 酶 
就 会 倒退 ， 酶 的 活性 位 点 可 以 进行 切除 反应 ， 除 用 的 
是 HO 而 不 是 焦 磷酸 以 外 ， 它 就 像 是 聚合 反应 的 逆反 
应 (图 5-4)。RNA 聚合 酶 在 错误 整合 的 核 苷 酸 附 近 停 
留 时 间 ， 比 它 正确 加 入 该 核 苷 酸 的 时 间 要 长 ， 从 而 导 
致 切除 倾向 于 发 生 在 错 配 核 苷 酸 上 。 然 而 ， 作 为 提高 
精确 性 代价 的 一 部 分 ，RNA 聚合 酶 也 切除 许多 正确 的 
碱 基 。 


(B) 


图 6-6 RNA 能 折 双 成 特定 的 结构 
RNA 大 都 是 单 链 的 ， 但 它 常常 也 含有 小 段 核 华 酸 序列 ， 能 够 与 同一 分 子 其 他 位 置 的 互补 序列 形成 常规 碱 基 对 。 这 些 相 
互 作用 与 其 他 “非常 规 ” 碱 基 对 相互 作用 一 起 ， 使 得 RNA 分 子 能 折 竹 成 由 其 核 苷 酸 序列 决定 的 三 维 结构 。(A) 只 显示 
有 有 常规 碱 基 配 对 相互 作用 的 折 和 登 RNA 分 子 图 : (B) 既 有 常规 (红色 )， 又 有 非常 规 (绿色 ) 碱 基 配 对 相互 作用 的 结构 ; 
(O 实际 存在 的 RNA 结构 ， 类 型 工 内 含 子 的 一 部 分 〈 图 6-36)。 用 双 螺 旋 中 的 “ 横 档 ”表示 每 个 常规 碱 基 配对 相互 作 
用 - 用 断裂 的 横 档 表示 以 其 他 构 型 存在 的 碱 基 
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图 6-8 DNA 由 RNA 聚合 酶 进行 转录 
RNA RAN GURE) 沿 DNA 逐步 移动 ， 将 DNA 螺旋 在 其 活性 位 点 解 旋 。 当 它 前 进 的 时 候 ， 聚 合 酶 利用 一 条 
裸露 的 DNA 链 作为 模板 ， 在 聚合 反应 位 点 将 核 苷 屋 〈 这 里 用 “T” 形 状 代 厦 ) 一 个 接 一 个 地 加 到 RNA 链 上 。 
因而 RNA 转录 物 是 两 条 DNA 链 其 中 一 条 的 单 链 互补 拷贝 ， 聚 合 酶 有 一 个 舵 〈 图 6-11)， 它 置换 出 新 合成 的 
RNA， 从 而 使 聚合 酶 后 面 的 两 条 DNA 链 能 够 重新 缠绕 起 来 。 因 而 只 是 暂时 形成 了 一 小 段 DNA/RNA SRE EK 
(长 将 近 9 个 核 背 酸 )， 所 以 一 个 DNA/RNA 螺旋 “窗户 ” 随 着 聚合 酶 一 起 沿 DNA 移动 。 将 要 进入 的 核 苷 酸 是 核 
BHT SAILS (ATP, UTP, CTPA GTP)， 储 存在 它们 的 克 酸 -磷酸 键 中 的 能 基 提 供 了 聚合 反应 的 动力 

《图 5-4) 《摘自 Robert Landick 友好 提供 的 图 ) 


BO BCT = AR it 


图 6-9 电镜 下 观察 到 的 两 个 基因 的 转录 
该 显 微 照 片 显示 出 许多 RNA 聚合 酶 分 子 同时 转录 着 两 个 相 邻 基因 。 可 以 看 到 RNA 聚合 酶 分 子 以 
点 状 形式 沿 DNA 排列 的 ， 新 合成 的 转录 物 GMR) 则 附着 在 这 些 DNA 上 面 。 该 例 中 显示 的 
RNA 分 子 〈 核 糖 体 RNA) 并 未 翻译 成 蛋白 质 ， 而 是 直接 用 作 核 糖 体 的 组 分 ， 它 是 进行 翻译 的 装 
BL. MLPA rRNA 转录 物 5' 端 (自由 末端 的 颗粒 据 相信 反映 了 核糖 体 组 装 的 开始 。 从 新 合成 
转录 物 的 长 度 可 以 推出 RNA 聚合 酶 分 子 正 从 左 向 右 进行 转录 〈 经 Ulrich Scheer 允许 后 使 用 ) 
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细胞 合成 几 种 类 型 的 RNA 


细胞 DNA 中 携带 的 大 部 分 基因 指令 了 蛋白质 的 氨基 酸 序列 ， 由 这 些 基 因 拷 贝 得 到 的 
RNA 分 子 〈 它 们 最 终 指导 和 蛋白质 的 合成 ) 称 为 信使 RNA (mRNA) 分 子 。 然 而 ， 少 数 基因 
的 终 产物 却 是 RNA 本 身 。 仔 细 分 析 酿 酒 酵母 基因 组 完整 的 DNA 序列 后 发 现 ， 超 过 750 个 基 
因 产 生 RNA 作为 终 产 物 〈 一 定 程度 上 超过 酵母 基因 总 数 的 10%)， 尽 管 这 个 数字 包括 了 一 些 
高 度 重复 基因 的 大 量 拷贝 。 这 些 RNA 与 蛋白 质 一 样 ， 作 为 结构 和 功能 组 分 在 细胞 内 许多 不 
同 过 程 中 发 挥 作用 。 第 5 章 我 们 就 遇 到 过 其 中 一 种 RNA， 也 就 是 由 端 粒 酶 携带 的 模板 。 虽 然 
它们 的 功能 并 不 全 都 清楚 ， 但 是 本 章 我 们 会 看 到 ， 许 多 核 内 小 RNA (snRNA) 分 子 指导 前 
体 mRNA 剪接 成 mRNA， 核 糖 体 RNA (RNA) 分 子 形成 了 核糖 体 的 核心 ， 还 有 转移 RNA 
(tRNA) 分 子 形成 了 转换 器 ， 选 择 氨 基 酸 并 将 其 固定 在 核糖 体 上 某 个 位 置 以 便 整 合 到 蛋白 质 
中 ( 表 6-1)。 


表 6-1 细胞 内 主要 种 类 的 RNA 


RNA 种 类 功能 

mRNA 信使 RNA， 编 码 蛋 白质 

rRNA 核糖 体 RNA， 形 成 核糖 体 的 ， 基 本 结构 并 催化 蛋白 质 的 合成 

tRNA 转移 RNA， 参 与 蛋白 合成 的 主要 RNA， 充 当 mRNA 和 氨基 酸 之 间 的 转换 器 
snRNA 小 核 RNA， 在 各 种 核 过 程 中 起 发 挥 功能 。 包 括 前 体 mRNA 的 拼接 

snoRNA 小 核 仁 RNA， 加 工 和 化 学 修饰 TRNAS 


其 他 精 编码 RNA 在 不 同 的 细胞 过 程 中 发 挥 功能 ， 包 括 端 粒 合成 ，X 染色 体 失 活 和 蛋白 转运 到 内 质 网 


每 一 段 转录 的 DNA 称 为 一 个 转录 单位 。 在 真 核 生物 中 一 个 典型 的 转录 单位 仅仅 携带 
一 个 基因 的 信息 。 因 而 编码 了 或 者 一 条 RNA 分 子 或 者 一 个 蛋白 质 (或 者 一 组 相关 的 蛋白 
质 ， 如 果 最 初 的 RNA 转录 物 以 不 只 一 种 方式 剪接 成 不 同 的 mRNA) 。 在 细菌 中 ， 一 系列 毗 
邻 的 基因 通常 作为 一 个 单位 转录 ， 因 此 结果 产生 的 mRNA 分 子 携带 了 几 个 不 同 蛋 白质 的 

大 体 上 讲 ，RNA 占 细胞 干 物质 重量 的 几 个 百分点 。 细 胞 内 RNA 大 部 分 是 rRNA， 在 典 
型 的 哺乳 动物 细胞 内 ，mRNA 只 占 总 RNA 的 3%~5%, mRNA 群体 中 含有 上 万 种 不 同 的 分 
子 ， 且 平均 每 个 细胞 内 每 种 mRNA 只 有 10 一 15 个 分 子 存在 。 


编码 在 DNA 中 的 信号 告诉 RNA 聚合 酶 从 哪里 开始 ， 又 在 哪里 结束 


为 了 精确 地 转录 基因 ，RNA 聚合 酶 必须 识别 在 基因 组 什么 位 置 开 始 转录 ， 又 在 什么 位 置 
结束 转录 。RNA 聚合 酶 完成 这 些 工作 的 方式 在 细菌 和 真 核 生物 之 间 有 些 差别 。 由 于 细 苗 中 的 
过 程 简单 一 些 ， 我 们 就 先 看 看 在 其 中 如 何 进行 的 。 

转录 起 始 是 基因 表达 中 特别 重要 的 一 步 ， 因 为 它 是 细胞 调节 合成 哪 种 蛋白 质 ， 以 什么 速 
率 合成 的 主要 点 。 细 菌 RNA 聚合 酶 是 一 个 多 亚 基 复 合 物 。 一 个 可 解 离 的 亚 基 ， 称 为 o 因子 ， 
主要 负责 RNA 聚合 酶 阅读 DNA 中 告诉 它 从 哪里 起 始 转录 的 信号 的 能 力 (图 6-10)。RNA R 
合 酶 分 子 碰 到 细菌 DNA 以 后 ， 只 能 微弱 地 附着 在 上 面 ， 每 个 酶 分 子 通常 迅速 沿 DNA 长 分 子 


滑动 ， 直 到 再 次 解 离 为 止 。 然 而 ， 当 聚合 酶 滑 到 DNA 双 螺 旋 上 一 段 称 为 启动 子 的 区 域 ， 也 
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就 是 表明 RNA A ACFE MLL) — BPA BAT BE, ERA MWA AE LT. KAN 
使 用 它 的 e 因子 ， 通 过 与 裸露 在 螺旋 外 的 碱 基部 分 产生 特异 性 相互 作用 ， 识 别 这 段 DNA 序 
列 (图 6-10 中 步骤 1)。 


RNA | 


图 6-10 细菌 RNA 聚合 酶 的 转录 循环 
WRLH, RNA 聚合 酶 全 酶 (核心 酶 加 上 8 因子 形成 ， 然 后 定位 到 启动 子 上 (图 6-12)。 RANE 
转录 开始 的 地 方 将 DNA WNE GPR 2) 并 开始 转录 ( 步 又 3)。 这 个 最 初 的 RNA 合成 《有 时 也 称 作 
“流产 起 始 ") 效率 比较 低 。 然 而 ， 一 旦 RNA RANE ARH 10 个 核 昔 酸 的 RNA, è 因子 就 不 青 紧 
密 结合 ， 聚 合 了 酶 发 生 一 系列 构象 变化 〈 这 些 变化 可 能 包括 收 紧 钳 口 和 将 RNA 放 到 出 口 通道 (图 6-11) 。 
现在 聚合 酶 转变 成 合成 RNA 的 延伸 模式 〈 步 又 4)， 本 图 中 它 沿 着 DNA 向 右 侧 移动 。 在 延长 模式 期 间 
(步骤 5) 转录 是 高 度 持续 进行 的 ， 只 有 过 到 终止 信号 〈 步 又 6) 时 聚合 酶 才 会 离开 DNA 模板 并 释放 新 
转录 的 RNA, 终止 信 号 编码 在 DNA 中 ， 许 多 都 通过 形成 一 个 RNA 结构 ， 使 聚合 酶 对 RNA 的 维系 失 
去 稳定 ， 如 图 所 示 - 在 细菌 中 ， 所 有 RNA 分 子 都 由 同一 类 RNA 聚合 酶 合成 ， 因 而 图 中 描述 的 循环 适 
用 于 mRNA 合成 以 及 起 结构 和 催化 作用 RNA 的 合成 摘自 Robert Landick 友好 提供 的 图 ) 


RNA 聚合 酶 以 这 种 方式 牢固 地 结合 到 启动 子 DNA 上 以 后 ， 它 就 打开 双 螺 旋 ， 裸 露出 两 
条 链 上 的 一 小 段 核 苷 酸 〈 图 6-10 中 步骤 2)。 与 DNA 解 螺旋 酶 催化 的 反应 不 同 (图 5-15), 
打开 有 限 的 一 段 螺旋 不 需要 ATP 水 解 的 能 量 。 相 反 ， 聚 合 酶 和 DNA 都 发 生 可 逆 的 结构 变 
化 ， 使 它们 处 于 能 量 上 更 加 有 利 的 状态 。 随 着 DNA 的 解 旋 ， 两 条 裸露 DNA 链 中 有 一 条 作为 
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与 即将 加 入 的 核糖 核酸 互补 配对 的 模板 〈 图 6-7) ， 为 了 起 始 RNA EMAAR. BEER 
有 两 个 是 通过 聚合 酶 连接 起 来 。 最 初 10 个 左右 核 苷 酸 的 RNA 合成 出 来 以 后 (这 是 一 个 效率 
相对 较 低 的 过 程 ， 其 间 RNA 聚合 酶 合成 并 丢弃 短 核 苷 酸 赛 聚 物 )，e 因子 松弛 它 与 聚合 酶 的 
紧密 结合 ， 并 最 终 从 酶 上 面 解 离 下 来 。 在 这 个 过 程 期 间 . 聚合 酶 发 生 进 一 步 的 结构 变化 ， 使 
它 能 够 迅速 向 前 移动 ， 从 而 在 不 存在 o 因子 的 情况 下 进行 转录 (图 6-10 中 的 步骤 4) 。 链 不 断 
延长 (对 于 细菌 RNA 聚合 酶 ， 以 将 近 50 个 核 苷 酸 /s 的 速度 ) 直到 酶 遇 上 DNA 中 另 一 种 信 
号 一 -终止 子 (下面 描述 )， 即 聚合 酶 停止 并 释放 出 DNA 模板 和 新 合成 的 RNA 链 的 位 置 
(图 6-10 中 步骤 7)。 聚 合 酶 从 终止 子 位 点 上 释放 以 后 ， 它 与 一 个 游离 的 o 因子 重新 结合 ， 
搜寻 新 的 启动 子 ， 在 这 里 它 能 再 次 起 始 转录 过 程 。 

细菌 RNA 聚合 酶 许多 结构 特征 使 其 特别 擅长 进行 刚才 描述 的 转录 循环 。 一旦 o 因子 将 
聚合 酶 定位 到 启动 子 上 ， 且 模板 DNA 已 经 解 旋 ， 并 推进 到 活性 位 点 ， 就 认为 它 像 一 对 可 移 
动 的 显 一 样 夹 在 DNA 上 (图 6-11) 。 当 转录 出 前 10 MAEM, o 因子 的 解 离 使 得 聚合 酶 背 
部 的 口 盖 封 闭 起 来 形成 一 个 出 口 通 道 ， 让 新 合成 的 RNA 离开 酶 。 此 时 ， 聚 合 酶 以 它 的 延伸 
模式 工作 时 ， 酶 上 一 个 像 舵 一 样 的 结构 不 断 地 将 形成 的 DNA-RNA 杂交 分 子 摇 开 。 我 们 可 以 
将 转录 起 始 期 间 发 生 的 一 系列 构象 改变 ， 看 成 是 酶 围绕 DNA 和 RNA 接连 的 收 紧 过 程 ， 以 确 
保 在 转录 完 一 个 基因 之 前 ， 酶 不 会 解 离 : 如 果 RNA 聚合 酶 确实 提前 解 离 了 ， 它 就 不 能 继续 
延伸 ， 而 是 必须 在 启动 子 上 重新 开始 转录 。 


k Bet A LA biti 


模板 DNA 链 


» 


短 DNA/RNA 
螺旋 中 的 RNA SEIR 


转录 方向 
图 6-11 细菌 RNA RAMA 
两 幅 描 绘 细菌 RNA 聚合 酶 三 维 结构 的 图 ， 其 中 含有 DNA 和 RNA 作为 模型 。 该 RNA 聚合 酶 由 4 个 不 同 亚 基 组 成 ， 
它们 分 别 用 不 同 的 颜色 示 出 〈 右 边 )。 红 色 的 是 用 作 模 板 的 DNA 链 ， 黄 色 的 是 非 模板 链 。 当 聚合 酶 移动 时 ， 方 向 舵 将 
DNA-RNA 杂交 分 子 挤 开 。 为 简单 起 见 ， 右 边 的 图 中 只 显示 了 方向 舵 的 骨架 ， 从 聚合 酶 出 来 的 DNA 也 已 赂 去 。 由 于 
描绘 的 RNA RAMETERS. MIBA 因子 〈 经 Seth Darst 允许 后 使 用 ) 


DNA 中 的 信号 (终止 信号 ) 如 何 停止 正在 延伸 的 聚合 酶 呢 ? 对 于 大 多 数 细菌 基因 ， 终 
止 信号 由 一 串 A-T 核 背 酸 对 跟随 一 段 两 重 对 称 的 DNA 序列 组 成 ， 这 段 对 称 序列 一 旦 转录 成 
RNA， 就 会 通过 Watson-Crick 碱 基 配 对 折合 成 一 个 “发 卡 ” 结 构 (图 6-10) 。 当 聚合 酶 转录 
通过 终止 子 时 ， 这 个 发 卡 拷贝 有 助 于 将 RNA 聚合 酶 上 可 移动 的 盖子 抵 住 ， 并 将 RNA 转录 物 
从 出 口 通道 释放 出 来 。 同 时 活性 位 点 上 的 DNA-RNA 杂交 分 子 由 于 主要 通过 U-A 碱 基 对 维 
系 〈 它 不 如 G-C 碱 基 对 稳定 ， 因 为 每 个 碱 基 对 之 间 只 形成 2 个 氧 键 而 不 是 3 个 )， 不 够 牢固 ， 
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难以 将 RNA 保持 原 位 ， 所 以 发 生 解 离 ， 可 能 是 通过 强行 打开 了 聚合 酶 ， 导 致 它 从 DNA ER 
放下 来 。 申 此 可 见 ， 在 有 些 方面 ， 转 录 终 止 似乎 涉及 起 始 时 结构 转变 的 逆向 进行 。 转 录 终 止 
过 程 也 是 本 章 普 通 主题 之 一 : RNA 折合 成 特殊 结构 的 能 力 在 解读 基因 组 过 程 的 许多 方面 发 挥 
了 主要 作用 。 


转录 起 始 和 转录 终止 信号 是 不 同 的 核 苷 酸 序列 

我 们 刚刚 看 到 ， 转 录 起 始 和 终止 这 两 个 过 程 涉及 蛋白 质 ，DNA 和 RNA 中 一 系列 复杂 的 
结构 转变 。 研 究 者 很 难 识别 编码 在 DNA 中 指令 这 种 转变 的 信号 ， 可 能 也 并 不 奇怪 。 实 际 上 ， 
比较 许多 不 同 细菌 启动 子 后 揭示 出 它们 在 DNA 序列 上 是 不 同类 的 。 然 而 ， 它 们 都 含有 相关 
的 序列 ， 在 某 些 方面 反映 了 直接 由 o 因子 识别 的 DNA。 常 常 以 共有 序列 的 形式 概括 这 些 共同 
特征 (图 6-12)。 一 般 来 说 ， 共 有 核 苷 酸 序列 是 通过 比较 许多 具有 相同 基本 功能 的 序列 ， 并 统 
计 每 个 位 点 上 最 常见 核 背 酸 之 后 得 到 。 因 此 它 可 以 作为 大 量 的 单个 核 戎 酸 序列 的 概括 或 者 
“平均 "。 
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图 6-12 大 肠 杆菌 主要 类 型 启动 子 的 共有 序列 
CA) 启动 子 特征 性 地 含有 2 AARE DNA 序列 ， 它 们 是 一 35 序列 和 一 10 序列， 分别 以 它们 距 转录 起 点 〈 指 定 其 为 
上 1) 的 相对 位 置 命名 ， 为 了 方便 ， 显 示 了 一 条 单 链 DNA WRF, 实际 上 RNA 聚合 酶 识别 双 链 DNA 的 启动 子 。 
在 比较 了 300 个 启动 子 的 基础 上 ， 给 出 了 4 个 核 背 酸 在 一 35 和 一 10 六 聚 体 中 各 个 位 置 的 频率 图 下 方 显示 的 共有 序列 
反映 了 一 组 启动 子 中 各 个 位 置 发 现 的 最 常见 的 核 苷 酸 。 位 于 一 10 和 一 35 六 聚 体 之 间 的 核 昔 酸 序列 在 这 些 乌 动 子 中 间 没 
有 表现 出 重要 的 相似 性 。(B) 大 肠 杆 菌 启动 子 中 发 现 的 一 35 六 聚 体 和 一 10 六 具体 之 间 间 隔 的 分 布 。 这 两 幅 图 显示 的 信 
息 适 用 于 RNA 聚合 酶 识别 的 大 肠 杆 菌 启动 子 和 主要 的 8 因子 命名 为 5°)。 下 一 章 我 们 将 看 到 ， 细 菌 也 含有 较 次 要 的 8 
因子 ， 它 们 每 个 都 识别 一 段 不 同 的 启动 子 序列 。 有 些 由 RNA 聚合 酶 和 8? 识别 的 特别 强 的 启动 子 拥有 其 他 的 序列 ， 它 们 
位 于 一 35 六 聚 体 上 游 《 图 中 向 左 )， 并 由 KNA 秦 合 栈 的 男 一 个 亚 基 识别 


各 个 细菌 启动 子 DNA 序列 不 相同 的 原因 之 一 在 于 精确 的 序列 决定 了 启动 子 的 强 弱 
(或 者 每 单位 时 间 起 始 转 录 的 次 数 )。 进 化 过 程 因 此 已 对 每 个 启动 子 进行 了 调试 ， 以 便 它们 
能 够 尽 可 能 地 频繁 起 始 转录 ， 此 外 ， 进 化 过 程 已 形成 了 大 量 不 同 的 启动 子 。 编 码 高 丰 度 蛋 
白质 的 基因 启动 子 比 那些 编码 稀有 蛋白质 的 启动 子 要 强 得 多 ， 正 是 它们 的 核 苷 酸 序列 产生 
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了 这 些 差 别 。 


与 细菌 启动 子 一 样 ， 转 录 终 止 子 也 包括 广泛 不 同 的 序列 ， 它 们 重要 的 共同 特征 就 是 有 可 
能 形成 简单 的 RNA 结构 。 由 于 几乎 有 无 限 多 的 核 苷 酸 序列 具备 这 种 潜能 ， 所 以 终止 子 序 列 


与 启动 子 序列 相 比 更 加 不 同 。 


我 们 已 经 比较 详细 地 讨论 了 细菌 启动 子 和 终止 子 ， 以 便 说 明 与 基因 组 序列 分 析 有 关 的 一 
个 重要 方面 。 虽 然 我 们 对 细菌 启动 子 和 终止 子 了 解 很 清楚 ， 而 且 能 找 出 概括 它们 最 突出 特征 
的 共有 序列 ， 但 是 由 于 它们 核 苷 酸 序列 的 变化 ， 使 得 研究 者 们 〈 即 便 有 功能 强大 的 电脑 帮助 ) 
很 难 仅仅 通过 审查 基因 组 序列 就 明确 地 将 它们 定位 。 如 果 我 们 在 真 核 生物 中 遇 到 相似 类 型 的 
序列 ， 想 要 定位 它们 就 更 加 难 。 通 常 需要 其 他 的 信息 ， 来 精确 地 定位 出 基因 组 中 含有 的 短 


DNA 信号 ， 其 中 一 些 信息 就 直接 来 自 实 验 。 


启动 子 序列 是 不 对 称 的 《图 6-12) 。 这 个 特征 对 于 它们 在 染色 体 中 的 排列 产生 重要 影响 。 
由 于 DNA 是 双 链 的 ， 从 理论 上 讲 ， 利 用 两 条 DNA 链 中 每 一 条 作为 模板 ， 可 以 从 任何 一 个 基 
因 转录 得 到 的 两 条 不 同 的 RNA 分 子 。 然 而 一 个 基因 通常 只 有 一 个 启动 子 ， 并 且 由 于 细菌 启 
动 子 核 苷 酸 序 列 是 不 对 称 的 ， 因 此 聚合 酶 只 能 以 一 个 方向 结合 。 可 见 聚 合 酶 没有 选择 余地 ， 
而 是 只 能 转录 其 中 一 条 DNA 链 ， 因 为 它 只 能 以 5 一 3 方向 合成 RNA (图 6-13) 。 每 个 基因 模 
板 链 的 选择 因而 由 启动 子 的 位 置 和 方向 决定 。 基 因 组 序列 揭示 了 不 同 的 基因 中 用 作 RNA 合 


成 模板 的 DNA 链 是 不 同 的 (图 6-14， 也 可 见 图 1-31). 
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由 左 向 右 移动 的 RNA 聚 合 由 右 向 左 移动 的 RNA 聚 合 
酶 以 下 链 为 模板 合成 RNA 酶 以 上 链 为 模板 合成 RNA 


图 6-13 RNA 聚合 酶 定向 的 重要 性 
作为 模板 的 DNA 链 必须 以 3 一 5' 方 向 进行 跨越 ， 如 图 6-9 所 示 。 因 此 ，RNA 聚合 酶 移动 的 方向 决定 了 两 条 
DNA 链 中 哪 一 条 作为 模板 合成 RNA， 如 (A) 和 (CB) 中 所 示 。 翁 合 酶 方向 继而 又 由 启动 子 序列 ， 即 RNA R 


合 酶 开始 转录 的 位 点 方向 所 决定 
RNA 转 录 物 
大 肠 杆 菌 染 色 体 的 DNA 
s genea gene d genee ai 
SS Se a 
3 gene b gene c genef geneg 5 
SOOO IFRI 


图 6-14 沿 一 小 部 分 细菌 染色 体 进行 转录 的 方向 
有 些 基因 利用 一 条 DNA 链 作为 模板 转录 ， 而 另 一 些 基 因 又 利用 另外 一 条 DNA 链 作为 模板 转录 。 转 录 方 向 由 每 
个 基因 起 始 处 的 启动 子 决定 绿色 箭头 )。 这 里 描绘 了 大 肠 杆菌 染色 体 的 将 近 0. 2% (9000 个 碱 基 对 )。 基 因 转 
录 利 用 下 面 的 DNA 链 作 为 模板 从 左 向 右 进 行 ， 那些 从 右 向 左 转录 的 基因 利用 上 面 的 链 作为 模板 
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考查 了 细菌 中 的 转录 以 后 ， 我 们 现在 看 看 真 核 生物 中 的 情况 ， 其 RNA 分 子 的 合成 是 一 
个 更 加 复杂 的 事情 。 


真 核 生 物 中 转录 起 始 需要 许多 蛋白 质 


与 含有 一 种 RNA 育 合 酶 的 细菌 相 比 ， 真 核 生物 细胞 核 存在 3 种 RNA 聚合 酶 ， 分 别称 为 
RNA RAMI. RNA RAMI 和 RNA 聚合 酶 了 由。 这 3 种 聚合 酶 结构 上 彼此 相似 (也 与 细 
菌 RNA 聚合 酶 相似 )。 它 们 拥有 一 些 共同 的 亚 基 和 许多 结构 特征 ， 但 它们 转录 不 同类 型 的 基 
FAL R 6-2)。RNA RAM I 和 四 转录 转移 RNA、 核 糖 体 RNA 和 各 种 小 RNA 的 编码 基因 ; 
RNA 聚合 酶 上 转录 大 多 数 基因 ， 包 括 那 些 编码 蛋白 质 的 基因 ， 因 此 我 们 接着 主要 集中 对 这 个 
酶 进行 讨论 。 

表 6-2 真 核 细胞 中 三 种 RNA RAN 


聚合 酶 的 类 型 转录 的 基因 

RNA RAN I 5. 8S, 18S 和 28S rRNA 基因 

RNA RABI 全 部 蛋白 编码 的 基因 ,加 上 snoRNA 基因 和 一 些 snRNA 基因 

RNA 聚合 酶 由 tRNA 基因 ,5S rRNA 基因 ,一 些 snRNA 基因 和 来 自 其 他 小 RNAs 的 基因 


虽然 真 核 生物 RNA 聚合 酶 [与 细菌 RNA 聚合 酶 有 许多 结构 相似 之 处 〈 图 6-15), ， 但 是 
在 细菌 和 真 核 生 物 中 的 这 种 酶 发 挥 功 能 的 方式 上 却 存在 许多 重要 的 差别 ， 现 在 我 们 关注 一 下 
其 中 的 两 点 。 


图 6-15 细菌 RNA 聚合 酶 和 真 核 生 物 RNA RAM I MAME 
绿色 表示 这 两 种 RNA 聚合 酶 结构 相似 的 区 域 。 真 核 生物 聚合 栈 比 细 蓝 府 合 酶 大 〔12 个 亚 基 而 不 是 
5 个 亚 基 )， 灰 色 表示 一 些 其 他 的 区 域 。 蓝 色 球 代表 作为 聚合 酶 结构 组 分 的 Zn 原子 ， 红 色 球 代表 存 
在 于 发 生 聚 合 反应 的 活性 位 点 的 Mg 原子 。 所 有 现今 细胞 (细菌 、 古 细菌 和 真 核 生物 ) 中 的 RNA 
聚合 酶 都 密切 相关 ， 表 明 在 生命 的 这 三 种 主要 分 支 趋 异 以 前 该 酶 的 基本 特征 就 已 经 具备 了 《〈 经 P. 
Cramer 和 R. Kornberg 允许 后 使 用 ) 


1. 虽然 细菌 RNA 聚合 酶 在 体外 没有 其 他 蛋白 质 帮助 时 〈 具 有 o 因子 作为 其 中 一 个 亚 基 ) 
能 够 在 DNA 模板 上 起 始 转录 。 但 是 真 核 RNA 聚合 酶 不 能 ， 它 们 需要 大 量 称 作 通用 转录 因子 
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2, 真 核 生物 起 始 必须 解决 DNA 包装 成 核 小 体 以 及 更 高 级 染色 体 结构 形式 这 些 问题 ， 而 
细菌 染色 体 却 不 具备 这 些 特征 。 


RNA 聚合 酶 下 需要 通用 转录 因子 


与 细菌 RNA 聚合 不 同 ， 纯 化 的 真 核 生 物 RNA 聚合 酶 开 不 能 在 体外 起 始 转录 ， 这 个 发 现 
导致 找到 并 纯化 了 起 始 过 程 所 需 的 其 他 因子 。 这 些 通用 转录 因子 帮助 将 RNA 聚合 酶 正确 地 
定位 在 启动 子 上 ， 也 有 助 于 将 DNA 两 条 链 分 开 ， 使 转录 能 够 开始 ， 并 在 转录 一 旦 起 始 以 后 ， 
将 RNA 聚合 酶 从 启动 子 释放 到 延伸 模式 。 这 些 蛋 白质 之 所 以 是 “通用 ”的 ， 是 因为 它们 在 
RNA 聚合 酶 芽 利用 的 所 有 启动 子 上 组 装 ;它们 由 一 系列 相互 作用 的 蛋白 质 组 成 ， 并 命名 为 
TFT ( 指 聚 合 酶 开 的 转录 因子 )， 其 中 有 TRA 和 TFIB 等 。 从 广义 上 讲 ， 真 核 生物 通用 
转录 因子 发 挥 与 细菌 o 因子 相同 的 功能 。 

图 6-16 显示 了 通用 转录 因子 怎样 在 体外 组 装 到 RNA 聚合 酶 [利用 的 启动 子 上 。 组 装 过 
程 开 始 于 通用 转录 因子 TFTD 结合 到 一 段 主要 由 A 和 了 组 成 的 双 螺旋 DNA 短 序列 上 。 因 为 
如 此 ， 这 个 序列 称 为 TATA 序列 ， 或 者 TATA 框 。 识 别 该 序列 的 TF TD 的 亚 基 称 为 TBP 
(TATA 结合 蛋白 )。TATA 框 通常 位 于 转录 起 点 上 游 25 个 核 背 酸 的 位 置 。 它 并 不 是 唯一 的 
为 转录 开始 提供 信号 的 DNA 序列 (图 6-17)， 但 对 于 大 部 分 聚合 酶 开启 动 子 而 言 ， 它 是 最 重 
要 的 。TFTD 的 结合 引起 TATA 框 中 的 DNA 产生 很 大 扭曲 (图 6-18)。 这 种 扭曲 被 认为 是 

-种 物理 标志 ， 表 明 一 个 活性 启动 子 在 巨大 的 基因 组 中 的 位 置 ， 并 且 它 将 扭曲 两 侧 的 DNA 
序列 带 到 一 起 ， 使 下 面 的 蛋白 质 组 装 过 程 能 够 进行 。 然 后 其 他 的 因子 与 RNA 聚合 酶 芽 一 起 
组 装 起 来 ， 形 成 一 个 完整 的 转录 起 始 复合 物 〈 图 6-16) 。 

RNA 聚合 酶 [[ 被 引导 至 启动 子 DNA 上 并 形成 了 转录 起 始 复合 物 以 后 ， 必 须 在 转录 起 始 
位 点 接触 到 模板 链 。 这 一 步骤 得 到 一 种 通用 转录 因子 TF ITH 的 帮助 ， 它 含有 一 个 DNA 解 旋 
酶 。 下 一 步 ， 与 细菌 聚合 酶 一 样 ， 聚 合 酶 了 停留 在 启动 子 位 置 ， 合 成 了 一 小 段 RNA， 直 到 它 
发 生 了 构象 变化 并 得 以 释放 ， 才 开始 转录 基因 。 在 这 个 释放 过 程 中 关键 的 一 步 就 是 在 RNA 
聚合 酶 “尾巴 ”( 也 称 作 CTD 或 C 端 结构 域 ) 上 增加 一 个 磷酸 基 团 。 整 个 磷酸 化 过 程 也 由 
TFT H 催化 ， 除 了解 旋 酶 以 外 ， 它 的 一 个 亚 基 还 是 一 种 蛋白 质 激酶 [图 6-16(D) 和 (E)]。 然 
后 聚合 酶 可 以 从 这 串通 用 转录 因子 中 脱离 出 来 ， 同 时 发 生 一 系列 构象 变化 以 加 强 它 与 DNA 
的 相互 作用 ， 并 募集 新 蛋白 质 以 使 它 能 够 转录 很 长 一 段 距离 而 不 会 解 离 。 

一 旦 聚合 酶 由 开始 延长 RNA 转录 物 ， 大 部 分 通用 转录 因子 就 会 从 DNA 上 释放 ， 这 样 它 
们 就 能 用 来 与 一 个 新 的 RNA 聚合 酶 分 子 一 起 启动 下 一 轮转 录 。 很 快 我 们 就 会 看 到 ，RNA R 
合 酶 下 “尾巴 ”的 磷酸 化 也 引起 RNA 加 工装 置 的 组 分 结合 到 聚合 酶 上 ， 因 而 得 以 就 位 并 在 
新 转录 的 RNA 从 聚合 酶 刚 出 来 就 对 它 进行 修饰 。 


聚合 酶 [也 需要 激活 蛋白 、 介 导 蛋 白 以 及 染色 质 修饰 蛋白 


以 上 描述 的 转录 起 始 模型 是 在 体外 对 RNA 聚合 酶 [| 和 它 的 通用 转录 因子 在 纯化 的 DNA 
模板 上 的 活性 进行 研究 后 建立 起 来 的 。 然 而 ， 正 如 第 4 章 讨论 的 那样 ， 真 核 细胞 中 的 DNA 
包装 成 核 小 体 ， 然 后 这 些 核 小 体 进一步 组 装 成 更 高 级 的 染色 质 结 构 。 结 果 ， 真 核 细胞 内 转录 
起 始 过 程 比 在 纯化 DNA 上 的 过 程 更 加 复杂 。 首 先 ， 称 作 转 录 激 活 蛋 白 的 基因 调节 蛋白 质 结 
合 到 DNA 中 特定 的 序列 上 ， 帮 助 吸引 RNA RAN I 到 转录 起 始 位 点 (图 6-19)。RNA RA 


酶 和 通用 转录 因子 需要 这 种 吸引 作用 ， 以 便 帮 助 自身 克服 结合 包装 成 染色 质 的 DNA 的 困难 。 
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图 6-16 RNA 聚合 酶 工 催化 的 真 核 基因 转录 起 始 
RNA 聚合 酶 要 开始 转录 就 需要 许多 通用 转录 因子 〈 称 为 TFILA、TFHB 等 )。(A) 启动 子 含有 一 段 称 为 TATA 框 
的 DNA 序列 ， 它 位 于 离 转录 起 始 位 点 25 MMA. (B) TATA 框 由 转录 因子 TFIID 识别 并 结合 ， 然 后 该 因子 
使 TFTLB 能 够 结合 到 邻近 位 置 。(C) 为 了 简 使 起见 未 显示 出 TFI D 结 合 引起 的 DNA Mi (H 6-18). (D) 其 余 
的 通用 转录 因子 ， 以 及 RNA 聚合 酶 本 身 ， 在 启动 子 上 组 装 起 来 。(E) TFIA 然后 利用 ATP 摄 开 转录 起 始 位 点 的 
DNA 双 螺 旋 ， 使 转录 得 以 开始 。TF [EH 也 磷酸 化 RNA 聚合 酶 人 ， 从 而 改变 其 形状 ， 这 样 聚合 酶 就 从 通用 转录 因 
子 上 释放 ， 并 能 够 开始 转录 的 延伸 阶段 。 如 图 所 示 ， 磷 酸化 的 位 点 是 一 个 从 聚合 酶 分 子 伸 出 来 的 C 端 长 多 肽 尾 ， 图 
中 显示 的 组 装 简 图 从 体外 进行 的 实验 中 推测 而 来 ， 在 细胞 中 通用 转录 因子 组 装 到 启动 子 上 的 实际 顺序 还 不 确定 。 在 
有 些 情况 下 ， 认 为 通用 转录 因子 首先 与 聚合 酶 组 装 ， 随 后 整个 组 装 物 经 过 一 步 结合 到 DNA 上 。 通 用 转录 因子 在 进 
化 中 高 度 保守 ; 通过 生物 化 学 实验 ， 有 些 来 自 人 类 细胞 的 通用 转录 因子 能 用 来 自 简单 酵母 中 的 对 应 转录 因子 替换 
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图 6-17 真 核 生物 RNA 聚合 酶 本 起 始 位 点 附近 发 现 的 共有 序列 
图 中 显示 了 每 个 共有 序列 《第 一 排 ) 和 识别 它 的 通用 转录 因子 的 名 称 〈 最 后 一 排 )。N 表示 任何 核 苷 酸 ， 由 斜 线 分 
隔 的 两 个 核 苷 酸 表 示 在 所 示 位 置 任何 一 个 核 背 酸 出 现 的 可 能 性 相同 。 实 际 上 ， 每 个 共有 序列 都 是 与 图 6-12 类 似 的 直 
对 于 大 多 数 RNA 聚合 酶 册 转 录 起 始 位 点 ， 只 存在 这 4 种 序列 中 的 两 种 或 三 种 。 例 如 ， 大 多 数 
子 拥有 一 个 TATA 框 序列 和 那些 通常 没有 “ 强 ”INR 的 序列 。 虽 然 大 多 数 影响 转录 起 始 的 DNA 
序列 位 于 转录 起 始 位 点 “上 游 "， 但 也 有 一 些 例外 ， 如 该 图 中 显示 的 DPE， 位 于 转录 的 区 域 中 间 


图 6-18 结合 着 DNA 的 TBP (TATA 结合 蛋白 ) 的 三 维 结构 
TBP 是 通用 转录 因子 TF ID 的 一 个 亚 基 ， 后 者 负责 识别 并 结合 DNA 中 的 TATA 框 序列 (红色 )。 
TBP 引起 的 独特 DNA 弯曲 《部 分 解 旋 的 DNA 将 双 螺旋 中 的 两 个 结 节 分 隔 开 )， 可 能 作为 标记 ， 帮 助 
吸引 其 他 的 通用 转录 因子 。TBP 是 一 条 折 礁 成 两 个 非常 相似 结构 域 的 多 及 链 ( 蓝 色 和 绿色 )( 摘 自 J Le 
Kim et al., Nature 365: 520~527, 1993) 


我 们 将 在 第 7 章 讨论 激活 蛋白 的 作用 ， 因 为 它们 代表 细胞 调节 基因 表达 的 主要 途径 之 一 。 这 
里 我 们 只 需 注意 真 核 细 胞 内 转录 的 起 始 需 要 一 种 称 为 介 导 和 蛋白 的 蛋白 质 存 在 ， 它 使 激活 蛋白 
能 与 聚合 酶 由 以 及 通用 转录 因子 进行 正确 的 相互 作用 。 最 后 ， 细 胞 内 转录 起 始 常常 需要 在 局 
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部 募集 染色 质 修饰 酶 ， 包 括 染 色 体 重建 复合 体 和 组 蛋白 乙酰 酶 (图 6-19)。 第 4 章 讨论 过 ， 这 
两 种 酶 能 帮助 更 好 地 接触 染色 质 DNA， 这 样 的 话 它们 就 会 促进 转录 起 始 装置 组 装 到 
DNA 上 . 


增强 子 TATAE etait 
(激活 蛋白 结合 位 点 ) 


通用 转录 因子 ，RNA 率 合 酶 ， 
PRA, 染色 质 重 塑 复合 物 
组 蛋白 酰 栈 结合 


| 组 组 白 乙酰 酶 


转录 起 始 


图 6-19 真 核 细胞 中 RNA 聚合 酶 工 催化 的 转录 起 始 
体内 转录 起 始 需 要 存在 转录 激活 蛋白 。 如 第 7 章 所 述 ， 这 些 蛋 白质 结合 DNA 中 特定 的 短 序列 。 虽然 这 
里 只 显示 了 一 个 ， 但 是 典型 的 真 核 细胞 有 许多 激活 蛋白 ， 它 们 共同 决定 其 转录 的 速率 和 模式 。 有 时 这 
些 基因 调节 蛋白 从 远离 几 千 核 昔 酸 对 的 距离 发 挥 作用 《〈 用 虚线 DNA 分 子 表示 )， 它 们 帮助 RNA 聚合 
酶 ， 通 用 转录 因子 和 介 导 因子 在 启动 子 上 组 装 。 此 外 ， 激 活 蛋白 吸引 依赖 于 ATP 的 染色 质 重建 复合 体 
和 组 蛋白 乙酰 酶 。 第 4 章 曾 讨论 过 ， 染 色 质 的 默认 状态 可 能 是 30nm 纤 丝 ， 并 且 这 可 能 是 转录 发 生起 始 
的 DNA 形式 。 为 简明 起 见 ， 图 中 未 示 出 


为 了 在 真 核 细胞 内 起 始 转录 ， 许 多 蛋白 质 (一 百 多 种 单个 亚 基 ) 必须 组 
些 蛋白 质 的 组 装 顺序 对 于 不 同 的 基因 可 能 不 同 ， 因 而 并 不 是 沿 着 规定 
好 的 途径 进行 的 。 实 际 上 ， 这 些 不 同 的 蛋白 质 组 装 物 中 有 些 可 能 远离 DNA 就 相互 作用 ， 并 
作为 预先 形成 的 亚 复合 体 被 携带 到 DNA。 例 如 ， 中 介 蛋 白 、RNA 聚合 酶 由 ， 以 及 有 些 通用 
转录 因子 ， 能 在 内 质 网 中 彼此 结合 ， 并 作为 一 个 单位 被 带 至 DNA。 第 7 章 我 们 再 回 到 这 个 问 
题 上 来 ， 其 中 我 们 会 讨论 真 核 细胞 调节 转录 起 始 过 程 的 许多 方式 。 


转录 延伸 在 DNA 中 产生 超 螺旋 张力 


RNA 聚合 酶 一 旦 起 始 了 转录 ， 并 不 会 平稳 地 沿 DNA 分 子 前 进 ; HR, ESM 

动 ， 在 有 些 序列 上 短暂 停留 ， 也 会 迅速 转录 通过 另外 一 些 序列 。 延 伸 中 的 RNA 聚合 酶 ， 无 

论 是 在 细菌 还 是 在 真 核 生物 中 ， 都 和 一 系列 延伸 因子 结合 ， 它 们 是 降低 RNA 聚合 酶 到 达 基 

因 终 点 之 前 解 离 可 能 性 的 蛋白 质 。 这 些 因子 通常 在 起 始 发 生 后 不 久 就 与 聚合 酶 结合 ， 并 帮助 

RNA 聚合 酶 移动 通过 基因 中 发 现 的 各 种 DNA 序列 。 真 核 RNA RAR DNA 模板 移动 的 时 

候 ， 也 必须 与 染色 体 结构 竞争 。 实 验 表 明 ， 细 菌 中 的 聚合 酶 永远 不 会 在 体内 遇 到 核 小 体 ， 然 
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而 能 在 体外 转录 通过 它们 ， 这 说 明 核 小 体 是 容易 跨越 的 。 然 而 ， 真 核 生 物 聚 合 酶 必须 移动 通 
过 比 简单 的 核 小 体 更 加 紧密 的 染色 质 结构 。 因 此 看 起 来 它 可 能 在 染色 质 重建 复合 体 的 帮助 下 
进行 转录 。 这 些 复合 体 可 能 与 聚合 酶 一 起 移动 ， 或 者 可 能 只 是 找到 并 解救 停 下 来 的 聚合 酶 。 
此 外 ， 一 些 与 RNA 聚合 酶 结合 的 延伸 因子 促进 转录 在 不 需 额外 能 量 的 情况 下 通过 核 小 体 。 
整个 过 程 是 如 何 完成 的 还 不 清楚 ， 但 是 聚合 酶 转录 核 小 体 DNA 时 ， 这 些 蛋 白质 可 能 帮助 挤 
出 核 小 体 核心 组 分 。 

对 于 延伸 的 聚合 酶 来 说 ， 仍 然 存在 另 一 个 障碍 ， 无 论 是 在 细菌 还 是 在 真 核 生物 中 。 讨 论 
这 个 问题 时 ， 我 们 需要 先 考虑 DNA 双 螺 旋 固 有 的 一 种 微妙 特性 ， 称 为 DNA BRE, DNA 
超 螺旋 代表 了 DNA 为 应 对 超 螺旋 张力 而 采用 的 一 种 构象 ; 在 螺旋 中 形成 环 或 者 卷曲 就 会 形 
成 这 种 张力 ， 该 过 程 可 逆 。 图 6-20(A) 说 明了 想像 的 一 种 引起 DNA 超 螺旋 的 拓扑 限制 的 简单 
方式 。 在 DNA 双 螺 旋 中 ， 每 圈 螺 旋 大 概 有 10 个 核 背 酸 对 。 想 像 一 个 两 端 对 彼此 而 言 都 固定 
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图 6-20 DNA 中 的 超 螺旋 张力 引起 DNA 发 生 超 螺旋 
(A) 对 于 具有 一 个 自由 末端 的 DNA 分 子 而 言 〈 或 者 作为 旋 轴 的 一 条 链 上 有 一 个 切口 )， 每 打开 10 个 核 背 酸 对 
双 螺 旋 DNA 就 会 旋转 一 图。(B) 如 果 旋转 受到 阻碍 ， 那 么 就 会 通过 打开 螺旋 向 DNA 中 引入 超 螺旋 张力 。 一 
种 容纳 这 种 张力 的 方式 是 将 本 例 中 仍然 保持 着 的 双 螺 旋 中 的 螺旋 扭转 数 从 每 圈 10 个 核 苷 酸 对 增加 到 11 个 ， 然 
而 ，DNA 螺旋 抵制 这 种 像 弹簧 一 样 的 形变 ， 更 倾向 于 通过 弯曲 成 超 螺旋 环 释放 超 螺 旋 张 力 。 结 果 ， 每 打开 10 
METERS. LCE DNA 双 螺 旋 中 形成 一 个 DNA 超 螺旋 。 在 这 种 情况 下 形成 的 超 螺旋 是 正 超 螺旋 。(C) 沿 
DNA 双 螺 旋 搜 寻 的 蛋白 质 引入 了 DNA 的 超 螺旋 。 这 里 所 示 的 DNA 两 个 未 端 不 能 相对 于 彼此 自由 旋转 ， 并 且 
假定 蛋白 质 分 子 移动 时 也 阻止 其 自由 旋转 。 在 这 些 情况 下 ， 蛋 白质 的 移动 ， 引 起 位 于 蛋白 质 前 面 的 DNA 螺旋 
累积 过 其 的 螺旋 回转 ， 而 蛋白 质 后 面 DNA 中 缺乏 螺旋 回转 ， 如 图 所 示 
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的 螺旋 (就 好 像 它们 位 于 一 个 DNA 环 中 ， 如 细菌 染色 体 ; 或 者 位 于 一 个 牢 牢 地 夹 住 的 环 ， 
据 认为 它 存在 于 真 核 染 色 体 中 )， 作 为 补偿 ， 它 就 会 形成 一 个 巨大 的 DNA 超 螺旋 。 这 个 超 螺 
旋 的 形成 在 能 量 上 是 有 利 的 ， 因 为 它 将 保持 碱 基 配 对 的 区 域 恢复 成 正常 的 螺旋 缠绕 ， 否 则 的 
话 ， 这 个 区 域 由 于 末端 固定 了 ， 就 需要 发 生 过 度 盘 绕 。 

当 RNA 聚合 酶 沿 一 段 DNA 移动 时 ， 由 于 它 的 未 端 锚 定 ， 所 以 也 会 产生 超 螺旋 张力 [图 
6-20(C)]。 只 要 聚合 酶 不 能 迅速 地 自由 旋转 (考虑 到 RNA 聚合 酶 的 大 小 以 及 它们 附着 的 转 
录 物 ， 这 种 旋转 是 不 可 能 发 生 的 )， 移 动 的 聚合 酶 就 会 在 它 前 面 的 DNA 中 产生 正 超 螺旋 张 
力 ， 而 在 后 面 的 DNA 中 产生 负 超 螺旋 张力 。 对 于 真 核 生 物 ， 我 们 认为 这 种 情况 提供 了 一 种 
意外 收获 ， 聚 合 酶 前 面 的 正 超 螺旋 使 DNA 螺旋 更 难 打开 ， 但 是 当 DNA 从 组 蛋白 核心 释放 ， 
帮助 松弛 正 超 螺旋 张力 时 ， 这 种 张力 能 促进 核 小 体 中 的 DNA 解 开 包 装 。 

任何 蛋白 质 独自 推动 自身 沿 双 螺旋 的 一 条 DNA 链 前 进 ， 都 会 产生 超 螺旋 张力 。 在 真 核 
生物 中 ，DNA 拓扑 异 构 酶 迅速 地 将 这 种 超 螺旋 张力 消除 。 但 是 在 细菌 中 ， 一 种 称 为 DNA 旋 
转 酶 的 特殊 拓扑 异 构 酶 利用 ATP 水 解 的 能 量 ， 不 断 向 DNA 引入 超 螺旋 ， 从 而 使 DNA 保持 
恒定 的 张力 。 引 入 的 这 些 都 是 负 超 螺旋 ， 它 们 与 一 段 DNA 螺旋 区 域 打开 时 形成 的 正 超 螺旋 
的 手 性 相反 [图 6-20(B)]。 无 论 什么 时 候 一 段 螺旋 区 域 打开 了 ， 就 会 从 细菌 DNA 消除 这 些 
负 超 螺旋 ， 从 而 降低 超 螺旋 张力 。 因 此 ， 与 未 超 螺旋 化 DNA 中 螺旋 的 打开 相 比 ，DNA 旋转 
酶 使 得 细菌 中 打开 DNA 螺旋 在 能 量 上 有 利 。 由 于 这 个 原因 ， 它 常常 促进 了 细菌 中 那些 需要 
解 开 螺 旋 的 遗传 过 程 ， 包 括 由 细菌 RNA 聚合 酶 进行 的 转录 起 始 。 


真 核 生物 中 转录 延伸 与 RNA 加 工 紧密 偶 联 


我 们 已 经 看 到 细菌 mRNA 仅仅 由 在 基因 组 特定 位 点 起 始 和 停留 的 RNA 聚合 酶 合成 。 在 
真 核 生 物 中 的 情况 则 显著 不 同 。 特 别 是 ， 转 录 只 是 一 系列 反应 的 第 一 步 。 这 些 反 应 包括 RNA 
两 个 末端 的 共 价 修饰 ， 以 及 通过 RNA 剪接 去 除 从 RNA 转录 物 中 抛弃 的 内 含 子 序列 〈 图 6- 
21)。 真 核 mRNA 末端 的 修饰 分 别 是 5 端 加 帽 和 3 端 多 聚 腺 苷 酸化 〈 图 6-22)。 这 些 特 殊 末 端 
使 细胞 在 mRNA 分 子 输出 细胞 核 用 于 翻译 成 蛋白 质 之 前 ， 能 评估 mRNA 分 子 的 两 个 末端 是 
否 都 存在 因而 信息 是 完整 的 )。 在 第 4 章 中 ,我 们 看 到 存在 于 基因 组 中 的 典型 真 核 基因 ， 是 
巾 很 长 的 内 含 子 分 隔 开 的 编码 蛋白 质 的 小 序列 区 域 。 因 此 RNA 剪接 是 至 关 重要 的 步骤 ， 在 
此 过 程 中 将 不 同 部 分 的 蛋白 质 编码 序列 重新 连接 起 来 。 下 面 我 们 将 会 讨论 到 ，RNA 剪接 也 为 
更 高 级 的 真 核 生物 提供 了 从 同一 基因 合成 几 种 不 同 蛋白 质 的 能 力 。 

这 些 RNA 加 工 步 又 通过 一 种 精巧 的 机 制 与 转录 延伸 紧密 地 偶 联 起 来 。 前 面 讨论 过 ， 
RNA RAMH RNA 合成 延伸 模式 转变 中 的 一 个 重要 步骤 ， 就 是 称 作 CTD 的 RNA RAN I 
尾巴 发 生 广泛 的 磷酸 化 。 最 大 亚 基 的 这 个 C 端 区 域 由 一 长 段 串联 排列 的 7 个 氨基 酸 重复 序列 
组 成 ， 每 个 重复 含有 2 个 丝氨酸 ， 可 以 磷酸 化 。 由 于 在 人 类 RNA RAN I AY CTD 中 有 52 
个 重复 ， 所 以 它 完全 磷酸 化 就 会 在 聚合 酶 上 增加 104 个 带 负电 荷 的 磷酸 基 团 。 这 个 磷酸 化 步 
TRALEE RNA 聚合 酶 与 转录 起 始 位 点 上 其 他 蛋白 分 离 ， 也 使 一 系列 新 蛋白 质 能 够 结合 RNA 
聚合 酶 尾巴 ， 后 者 在 转录 延伸 和 前 体 mRNA 加 工 中 都 发 挥 作 用 。 下 面 将 会 讨论 ， 这 些 加 工 蛋 
白质 中 有 些 似 乎 在 新 生 RNA 分 子 刚 从 RNA 聚合 酶 出 来 时 ， 就 从 聚合 酶 尾巴 “ 跳 ” 到 该 
RNA 上 ， 开 始 对 它 进 行 加 工 。 因 此 ， 可 以 把 处 于 延伸 模式 的 RNA 聚合 酶 开 看 成 是 一 个 
RNA TJ”, 不仅 将 DNA 转录 成 RNA， 而 且 加 工 它 合成 的 RNA (图 6-23). 
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图 6-21 概括 真 核 生物 和 细菌 中 从 基因 到 蛋白 质 经 历 的 步骤 
细胞 中 蛋白 质 最 后 的 水 平 决定 于 每 一 步 的 效率 和 RNA 与 DNA 分 子 降解 的 速率 。(A) 在 真 核 生物 细胞 中 ， 只 通过 转录 
产生 的 RNA 分 子 〈 有 时 指 初始 转录 物 ) 将 含有 编码 〈 外 显 子 ) 和 非 编码 CAST) 序列 。 在 它 能 翻译 成 蛋白 质 之 前 ， 
RNA 两 个 未 端 经 过 修饰 ， 并 通过 酶 催化 的 RNA 剪接 反应 将 内 含 子 除去 ， 结 果 生成 的 mRNA 再 从 核 内 转运 到 细胞 质 中 。 
虽然 这 些 步骤 被 描述 成 在 逐步 地 以 先后 顺序 发 生 ， 但 实际 上 ， 它 们 是 偶 联 起 来 的 ， 不 同 的 步骤 可 以 同时 进行 。 例 如 ， 转 
录 完 成 之 前 就 加 上 了 RNA 帽 并 且 剪 接 通 常 已 开始 进行 。 由 于 存在 这 种 偶 联 ， 所 以 完整 的 初始 RNA 转录 物 通常 不 存在 
于 细胞 内 。(B) 在 原核 生物 中 ，mRNA 分 子 的 合成 要 简单 得 多 .mRNA 分 子 的 5' 端 由 RNA 聚合 酶 起 始 转录 合成 ，3 端 
则 由 转录 终止 合成 。 由 于 原核 生物 没有 细胞 核 ， 转 录 和 翻译 在 共同 的 空间 中 进行 。 实 际 上 细菌 mRNA 的 翻译 常常 在 合 
成 结束 之 前 就 开始 了 


RNA 加 由 是 真 核 生物 前 体 mRNA 第 一 种 修饰 


RNA 聚合 酶 一 旦 合成 约 25 个 核 苷 酸 的 RNA 之 后 ， 就 会 修饰 新 RNA 分 子 的 5 端 ， 增 加 
一 个 由 修饰 后 的 鸟 味 叭 核 苷 酸 组 成 的 帽子 [图 6-22(B)]。 加 帽 反 应 由 三 种 酶 连续 作用 来 完成 ， 
一 个 〈 磷 酸 酶 ) 将 新 生 RNAS 端的 磷酸 去 掉 ， 另 一 个 〈 鸟 苷 转移 酶 ) 将 一 个 GMP 反 向 连接 
上 来 〈5 一 5 ， 而 不 是 5 ~3')， 第 三 个 〈 甲 基 转 移 酶 ) 在 鸟 味 吟 上 增加 一 个 甲 基 〈 图 6-24) 。 
由 于 所 有 三 种 酶 都 结合 到 磷酸 化 的 RNA 聚合 酶 尾巴 上 ， 所 以 它们 准备 好 一 旦 新 生 的 转录 物 
从 聚合 酶 上 出 来 就 去 修饰 它 的 5' 端 。 

这 个 5' 甲 基 帽 子 提供 了 真 核 mRNA 5 端的 信号 ， 此 标记 有 助 于 细胞 区 别 mRNA 和 细胞 
内 存在 的 其 他 类 型 RNA 分 子 。 例 如 ，RNA 聚合 酶 和 四 转录 时 产生 的 是 未 加 帽子 的 RNA, 
部 分 是 因为 这 些 聚 合 酶 缺少 尾巴 。 我 们 将 在 下 面 一 部 分 讨论 到 ， 在 细胞 核 内 这 个 帽子 结合 上 
一 个 称 为 CBC 的 蛋白 质 复合 体 〈 帽 子 结合 复合 物 )， 由 它 帮 助 对 RNA 进行 正确 的 加 工 并 输出 
细胞 核 。5"- 甲 基 帽 子 也 在 细胞 质 内 的 mRNA 翻译 过 程 中 发 挥 重要 作用 ， 这 些 将 在 本 章 后 面 
讨论 。 
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图 6-22 真 核 生物 与 原核 生物 mRNA 分 子 结构 的 比较 
CA) AM mRNA 5 端 和 3' 端 是 RNA 聚合 酶 合成 的 链 上 未 加 修饰 的 未 端 。 该 酶 在 这 些 位 点 分 别 起 始 和 终止 转录 ， 真 核 
mRNA 对 应 末端 的 形成 是 分 别 通过 增加 一 个 5 帽子 ， 对 前 体 mRNA 进行 切 制 ， 以 及 增加 一 个 多 聚 A 尾 。 该 图 还 说 明了 
真 核 与 原核 mRNA 其 他 不 同 之 处 :细菌 mRNA 能 包含 许多 不 同 蛋白 质 的 指令 ， 而 真 核 mRNA 几乎 总 是 只 含有 一 种 蛋 
白质 的 指令 。(B) 真 核 mRNA 分 子 5' 端 帆 子 的 结构 。 注 意 7- 甲 基 G 与 RNA 未 端 之 间 的 异常 的 5"-~5' 连 接 。 许 多 真 术 
mRNA 携带 有 另 一 种 修饰 ，mRNA 中 第 二 个 核糖 2 一 OH 基 团 发 生 甲 基 化 《未 示 出 ) 


RNA 聚 合 酶 


图 6-23 真 核 RNA 聚合 酶 下 的 “RNA 工厂 ”观念 
RNA RAM I ROU DNA 转录 成 RNA， 而 且 在 其 尾部 还 携带 着 前 体 mRNA 加 工 恒 白质 ， 它 们 在 适当 的 时 候 转移 到 新 
生 的 RNA 上 。 存 在 许多 种 RNA 加 工 酶 但 并 不 是 所 有 的 都 随 聚 合 酶 一 起 移动 。 对 于 RNA 剪接 ， 如 尾部 只 携带 有 少数 
关键 的 组 分 ， 一 旦 转移 到 RNA 分 子 上 ， 它 们 就 作为 成 核 位 点 ， 供 其 余 组 分 结合 。 在 转录 起 始 过 程 后 期 ， 当 RNA RAM 
尾部 发 生 克 酸 化 时 ，RNA 加 工 蛋 白质 首先 与 它 结合 图 6-16)。 一 旦 RNA 聚合 酶 中 完成 转录 ， 就 从 DNA 上 释放 下 来 ， 
其 尾部 槛 酸 由 可 溶 的 磷酸 酶 除去 ， 这 样 它 就 能 再 次 起 始 转录 。 只 有 这 种 去 磷酸 化 的 RNA 聚合 酶 了 形式 才能 胜任 在 启动 
子 上 开始 RNA 合 
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图 6-24 将 RNA RAMI ARA 
每 个 RNA 分 子 5' 端 加 帆 的 反应 
最 终 的 帽子 含有 一 个 少见 的 5 -5 连接 ， 
位 于 带 正 电 荷 的 7- 甲 基 G 残 基 和 RNA 
转录 物 5 端 之 间 [ 图 6-22(B)]。 字母 N 
代表 4 种 核 芽 酸 中 任 一 种 ,尽管 开始 一 条 
RNA 链 的 核 苷 酸 常 常 是 一 个 嘎 叭 (一 个 
A 或 G)( 摘 自 A.J ShatKin, BioEs 
7,275~277,1987. © ICSU Press) 


RNA 剪接 从 新 转录 的 前 体 mRNA 中 除去 内 
含 子 序列 


在 第 4 章 讨论 过 ， 真 核 基因 的 蛋白 质 编码 序列 通常 由 
间隔 的 非 编 码 序 列 〈 内 含 子 ) 打 断 。1977 年 发 现 真 核 基因 
的 这 个 特征 ， 对 于 科学 家 来 说 是 一 个 出 乎 意料 的 事情 ， 因 
为 直到 那 时 ， 他 们 一 直 熟 知 细菌 的 基因 通常 由 一 段 连续 的 
编码 DNA 组 成 ， 这 些 DNA 直接 转录 成 mRNA。 形 成 鲜 
明 对 比 的 是 ， 科 学 家 发 现 真 核 基因 都 打 断 成 小 片段 的 编码 
序列 (表达 序列 或 外 显 子 )， 与 长 得 多 的 干扰 序列 或 内 含 
子 间隔 存在 ; 因此 真 核 基 因 的 编码 序列 常常 只 占 整个 基因 
长 度 的 一 小 部 分 (图 6-25). 

无 论 内 含 子 和 外 显 子 都 转录 成 RNA。 内 含 子 序列 通过 
RNA 剪接 过 程 从 新 合成 的 mRNA 中 除去 。 细 胞 内 进行 的 
大 多 数 RNA 剪接 都 在 合成 mRNA 过 程 中 发 挥 作 用 ， 我 们 
有 关 剪 接 的 讨论 也 主要 集中 在 这 种 类 型 上 。 将 它 称 作 前 体 
mRNA (或 premRNA) 剪接 是 为 了 表示 它 注定 成 
为 mRNA 的 RNA 分 子 上 进行 。 只 有 在 5 端 和 3 端 加 工 和 
剪接 完成 之 后 ， 这 种 RNA 才 称 为 mRNA。 

每 次 剪接 除去 一 个 内 含 子 ， 此 过 程 通过 连续 的 磷酸 转 
移 反 应 ， 即 转 酯 反应 进行 ， 这些 转 酯 反应 将 两 个 外 显 子 连 
接 起 来 ， 同 时 以 “ 套 索 ”形式 除去 内 含 子 〈 图 6-26)。 由 
于 磷酸 键 数目 保持 未 变 ， 从 理论 上 讲 这 些 反应 不 需要 核 背 
三 磷酸 水 解 也 能 发 生 。 然 而 ， 催 化 前 体 mRNA 剪接 的 装置 
是 很 复杂 的 ， 它 由 5 种 其 他 RNA 分 子 以 及 超过 50 种 蛋白 
质 组 成 ， 而 且 每 次 剪接 它 都 水 解 许多 ATP 分 子 。 可 能 是 
需要 这 种 复杂 性 来 确定 剪接 是 高 度 精确 的 ， 而 同时 也 足够 


灵活 ， 以 应 对 典型 真 核 细 胞 内 出 现 的 大 量 不 同 内 含 子 。RNA 剪接 频繁 出 现 差错 将 严重 伤害 细 
胞 ， 因 为 这 些 错 误 将 导致 蛋白 质 功能 失常 。 第 7 章 我 们 将 看 到 ， 当 罕见 的 剪接 错误 确实 出 现 
以 后 ,细胞 有 一 个 “ 纠 错 ” 装 置 用 于 清除 未 正确 剪接 的 MRNA, 

由 RNA 剪接 除去 大 量 内 含 子 看 起 来 似乎 很 浪费 。 为 了 努力 解释 它 为 什么 会 发 生 ， 科 
学 家 已 指出 ， 外 显 子 - 内 含 子 这 种 排列 似乎 促进 了 新 的 有 用 蛋白 质 的 出 现 。 因此 DNA 中 存 
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图 6-25 显示 外 显 子 和 内 含 子 排列 的 两 个 真 核 基因 结构 
(A) 比较 小 的 编码 输 氧 血红 蛋白 一 个 亚 基 的 B 珠 蛋白 基因 含有 3 个 外 显 子 (图 47)。(B) 大 得 多 的 因子 骨 基 因 含有 
26 个 外 显 子 ; 它 编码 一 个 在 血 凝 途径 中 起 作用 的 蛋白 质 〈 因 子 体 )。 该 基因 的 突变 导 臻 最 普遍 的 血 友 病 形式 
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图 6-26 RNA Bik 5E 
(A) B, EURO — RS BEM HERR 攻击 5 剪接 位 点 ， 并 在 此 
位 点 将 RNA 的 糖 - 确 酸 骨架 切 开 。 切 开 的 内 含 子 5 端 与 腺 最 叭 核 苷 酸 共 价 连 接 ， 如 《〈B) 中 详细 
所 示 ， 因 而 在 RNA 分 子 中 产生 一 个 环 。 释 放 的 外 显 子 自由 3' 一 OH 端 然后 与 下 一 个 外 星子 起 始 
处 发 生 反应 ， 从 而 将 两 个 外 显 子 连接 起 来 ， 并 以 套 索 形状 释放 出 内 含 子 序列 。 因 而 两 个 外 显 子 
序列 连接 成 一 个 连续 的 编码 序列 ， 释 放 的 内 含 子 序列 则 在 适当 的 时 候 被 降解 掉 
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图 6-27 大 鼠 e 原 肌 球 蛋白 基因 的 选择 性 剪接 
a 原 肌 球 蛋白 是 在 肌肉 细胞 中 调节 收缩 的 一 种 卷曲 螺旋 和 蛋白质。 初始 转录 物 可 以 不 同 的 方式 剪接 ， 如 图 所 示 ， 产 生 不 
同 的 mRNA， 然 后 由 它们 生成 不 同 的 蛋白 质 。 有些 剪接 模式 是 某 些 细胞 类 型 特异 的 。 例 如 ， 横 纹 肌 中 合成 的 a 原 肌 球 
蛋白 与 平滑 肌 中 由 相同 基因 合成 的 e 原 肌 球 蛋 白 不 同 。 图 上 部 的 箭头 表示 发 生 切 市 和 加 多 聚 A 的 位 点 
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在 的 大 量 内 含 子 使 基因 重组 能 够 容易 地 将 不 同 基因 的 外 显 子 组 合 起 来 。 从 而 通过 现存 基因 
部 分 的 组 合 ， 使 新 的 蛋白 质 编码 基因 更 容易 进化 出 来 。 第 3 章 已 有 描述 ， 现 今 的 许多 细胞 
就 像 是 由 一 套 称 作 蛋 白质 结构 域 的 共有 蛋白 质 片段 组 成 的 拼装 物 ， 这 一 现象 支持 了 上 述 
观点 。 

RNA 剪接 具有 一 个 现时 优势 。 许 多 真 核 基因 转录 物 通 过 多 种 方式 进行 剪接 ， 产 生 一 套 不 
同 的 mRNA， 因 而 能 够 从 同一 基因 合成 一 套 相 应 的 不 同 蛋白 质 (图 6-27)。 第 7 章 我 们 讨论 
选择 性 剪接 的 其 他 例子 ， 因 为 这 也 是 细胞 用 来 改变 它们 基因 表达 的 机 制 之 一 。RNA 剪接 不 仅 
不 像 企 看 起 来 那样 ， 是 一 个 浪费 的 过 程 ， 它 反而 使 真 核 细胞 能 够 增加 基因 组 已 经 很 巨大 的 编 
码 潜力 。 本 章 以 及 下 一 章 ， 我 们 将 多 次 回 到 这 个 问题 上 来 ， 但 是 首先 我 们 需要 描述 完成 这 项 
重大 任务 的 细胞 机 制 。 


核 蔡 酸 序列 为 在 哪里 进行 剪接 提供 了 信号 


内 含 子 大 小 在 10 MERE 100 000 多 个 核 背 酸 之 间 不 等 。 面 对 一 个 完整 的 真 核 生物 
基因 组 ， 科 学 家 很 难 找 出 内 含 子 精确 的 序列 边界 (即便 有 电脑 的 帮助 ;。 选 择 性 剪接 的 可 
能 性 使 得 仅 从 一 个 基因 组 序列 推测 蛋白 质 序列 的 难题 更 加 复杂 。 这 种 困难 构成 了 确定 一 个 
完整 基因 组 序列 中 全 部 基因 的 主要 障碍 。 它 也 是 为 什么 我 们 只 知道 人 类 基因 组 ， 如 基因 数 
目的 近似 值 的 原因 。 可 是 我 们 体内 的 细胞 却 能 迅速 地 以 高 度 忠实 性 识别 和 切除 适当 的 内 含 
子 序列 。 我 们 已 经 看 到 了 内 含 子 序列 的 去 除 涉及 RNA 上 3 个 位 点 : 5 剪接 位 点 、3 剪接 
位 点 和 形成 切除 的 套 索 基本 结构 的 内 含 子 序 列 中 的 分 支 位 点 。 在 前 体 mRNA 剪接 过 程 中 ， 
这 3 个 位 点 每 个 都 有 在 内 含 子 之 间 相似 的 共有 序列 ， 为 细胞 在 哪里 进行 剪接 提供 线索 
(图 6-28) 。 然 而 ， 每 个 序列 中 也 存在 足够 的 变化 ， 以 至 于 让 科学 家 们 难以 在 基因 组 序列 中 
找 出 所 有 的 剪接 信号 。 


内 含 子 移 除 所 需 的 序列 


- 主要 转录 本 部 分 
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图 6-28 RNA 分 子 中 代表 人 类 大 多 数 内 含 子 起 点 和 终点 信号 的 共有 核 童 酸 序列 
图 中 所 示 只 有 三 段 核 苷 酸 序列 是 除去 内 含 子 序列 所 必需 的 ; 内 含 子 其 余部 分 可 以 是 任何 核 苷 
酸 。 这 里 A、G、U 和 C 是 标准 的 RNA BHM; R 代 表 A 或 G;Y 代 表 C 或 U。 用 红色 突出 
的 A 形成 剪接 产生 的 套 索 分 支点 。 只 有 位 于 内 会 子 起 点 的 GU 和 未 端的 AG 是 剪接 共有 序列 
中 不 变 的 核 背 酸 。 剩 余 位 点 (甚至 是 分 支 位 点 AD 可 以 是 不 同 的 核 背 酸 ， 尽 管 图 中 所 示 的 核 
任 酸 优先 存在 。 三 个 剪接 共有 序列 之 间 在 RNA 上 的 间隔 距离 高 度 变化 ; 然而， 分 支点 和 3" 

剪接 点 之 间 的 距离 通常 比 5 剪接 点 和 分 支点 之 间 的 距离 要 近 得 多 


r r 


RNA 剪接 由 剪接 体 完成 


与 我 们 已 经 讨论 过 的 mRNA 合成 中 其 他 步骤 不 同 ，RNA 剪接 主要 由 RNA 分 子 而 不 
是 蛋白 质 来 完成 。RNA 分 子 识别 内 含 子 -外 显 子 边界 ， 并 参与 剪接 化 学 反应 。 这 些 RNA 
分 子 比较 短 〈 每 个 不 到 200 个 核 苷 酸 ) ， 且 总 共有 5 种 (U1、U2、U4、U5 和 U6) 参与 
了 前 体 mRNA 主要 的 剪接 形式 。 它 们 称 被 为 snRNA ( 核 内 小 RNA), ， 其 中 每 个 都 与 至 少 
7 种 蛋白 质 亚 基 形成 复合 物 ， 称 作 snRNP ( 核 内 小 核糖 核 蛋白 )。 这 些 snRNP 组 成 了 剪 
接 体 的 核心 ， 后 者 是 由 细胞 内 参与 前 体 mRNA 剪接 的 RNA 和 蛋白 质 形成 的 巨大 组 
装 物 。 

剪接 体 是 一 个 动态 装置 : 下 面 我 们 会 看 到 ， 它 由 独立 的 组 分 在 前 体 mRNA 上 组 装 起 
来 ， 这 些 组 分 进入 后 ， 随 着 剪接 反应 的 进行 ， 会 再 次 离开 它 (图 6-29) 。 在 剪接 反应 中 ， 
对 5 剪接 位 点 、 分 支 位 点 、3 剪接 位 点 的 识别 主要 通过 snRNA 与 前 体 mRNA 底 物 的 共 
有 RNA 序列 之 间 碱 基 配 对 完成 CP 6-30) 。 在 剪接 过 程 中 ， 剪 接 体 经 历 几 次 移 位 ， 其 间 
一 个 碱 基 配 对 相互 作用 断裂 ， 然 后 在 此 位 置 处 再 形成 另外 一 个 碱 基 对 ; 例如， 在 5' 剪 接 
点 U6 取代 了 U1[ 图 6-30(A)]。 我 们 将 看 到 ， 在 剪接 反应 中 ， 多 次 发 生 这 种 RNA-RNA 
重 排 〈 其 间 形 成 RNA-RNA 相互 作用 ， 需 要 破坏 另 一 个 RNA-RNA 相互 作用 ) 。 这 种 重 
排 允许 在 化 学 反应 能 够 进行 之 前 ， 对 RNA 序列 进行 核查 和 再 次 核查 ， 因 而 提高 了 剪接 
的 精确 性 。 


剪接 体 利用 ATP 水 解 提供 能 量 形成 各 种 复杂 的 RNA-RNA 重 排 


虽然 本 质 上 RNA 剪接 不 需要 ATP 水 解 ， 但 是 剪接 体 的 逐步 组 装 和 重 排 却 需要 水 解 
ATP。 其 他 组 成 核 小 体 的 蛋白 质 中 有 些 是 RNA 解 螺旋 酶 ， 它 们 利用 ATP 水 解释 放 的 能 量 
破坏 已 存在 的 RNA-RNA 相互 作用 ， 以 便 形成 新 的 相互 作用 。 实 际 上 ， 图 6-29 所 示 的 所 
有 步骤 〈 除 BBP 结合 到 分 支 位 点 以 及 Ul snRNP 结合 到 5' 剪 接 位 点 之 外 ) 都 需要 ATP 水 
解 和 其 他 的 蛋白 质 。 总 的 来 说 ， 每 次 剪接 需要 超过 50 种 和 蛋白质， 包括 那些 形成 snRNP 的 
蛋白 质 。 

剪接 体 中 进行 需要 ATP 的 RNA-RNA 重 排 ， 发 生 在 snRNP 内 部 和 snRNP 与 mRNA 底 
物 之 间 。 这 些 重 排 的 重要 作用 之 一 就 是 产生 剪接 体 的 活性 催化 位 点 。 剪 接 体 组 分 只 有 在 前 体 
mRNA 底 物 上 完成 组 装 和 重 排 之 后 才 产生 活性 位 点 ， 这 种 策略 是 防止 产生 任意 剪接 的 重要 
方式 。 

剪接 体 最 让 人 惊奇 的 特征 可 能 就 是 催化 位 点 本 身 的 实质 。 它 大 部 分 〈 如 果 不 是 绝对 的 话 ) 
由 RNA 而 不 是 蛋白 质 形 成 。 在 本 章 最 后 一 部 分 我 们 从 整体 上 讨论 赋予 RNA 催化 功能 的 结构 
和 化 学 特性 。 这 里 我 们 只 需要 考虑 U2 snRNA 和 U6 snRNA 在 剪接 体 中 形成 了 一 个 精确 的 三 
维 RNA 结构 ， 将 前 体 mRNA 5 剪接 位 点 和 分 支 位 点 并 列 起 来 ， 并 且 可 能 发 生 了 第 一 个 转 酯 
反应 [ 见 图 6-30(C)]。5 和 3 剪接 点 也 以 同样 的 方式 并 到 一 起 〈 该 过 程 需要 US snRNA) 以 利 
于 第 二 个 转 酯 反应 的 进行 。 

一 旦 完成 了 剪接 化 学 反应 ，snRNP 仍然 结合 在 套 索 上 ， 剪 接 产物 释放 。 这 些 snRNP 从 
套 索 上 (以 及 彼此 之 间 ) 解 离 需 要 一 系列 其 他 需要 水 解 ATP 的 RNA-RNA 重 排 ， 从 而 使 
snRNP 回 到 原先 的 构 型 ， 以 便 在 新 的 反应 中 再 次 得 到 利用 。 
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图 6-29 RNA 剪接 机 理 
RNA 剪接 由 snRNP (BAIS) 的 组 装 物 和 其 他 和 蛋白质 〈 大 多 数 未 示 出 ) 催化， 它们 共同 形成 剪接 体 。 剪接 
体 识别 前 体 mRNA 分 子 上 的 剪接 信号 ， 将 内 含 子 的 两 个 末端 并 到 一 起 ， 并 提供 酶 活性 催化 两 步 反 应 〈 图 6-26) 。 
首先 BBP (分 支点 结合 蛋白 ) 和 U2AF (一 种 辅助 蛋白 质 ) 识别 分 支 位 点 。 接 着 ，U2 snRNP 取代 BBP 和 U2AF 
并 与 分 支 位 点 共有 序列 形成 碱 基 配 对 ， 而 Ul snRNP 与 5 剪接 位 点 形成 碱 基 配 对 《〈 图 6-30)。 此 时 ，U4/U6/U5 
三 联 体 snRNP 进入 剪接 体 。 在 此 三 联 体 snRNP 中 ， 碱 基 配 对 相互 作用 将 U4 snRNP 和 U6 snRNP 牢固 地 维系 在 
一 起 ，U5 snRNP 的 结合 则 更 加 松弛 一 些 。 然 后 发 生 多 次 RNA-RNA 重 排 ， 将 U4/U6 碱 基 配 对 打开 〈 如 图 所 示 ， 
U4 snRNP 在 剪接 完成 之 前 从 剪接 体 排除 )， 并 使 U6 snRNP 能 在 5 剪接 点 取代 Ul (图 6-30)。 随 后 进行 的 重 排 
产生 剪接 体 的 活性 位 点 ， 并 将 前 体 mRNA 底 物 适当 部 分 定位 以 便 进 行 剪接 反应 。 尽 管 在 图 中 未 示 出 ， 但 每 个 剪 
接 事件 还 需要 其 他 的 蛋白 质 ， 它 们 有 些 水 解 ATP 并 促进 RNA-RNA Bit 
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图 6-30 前 体 mRNA BYTE AEP BYE P A E AY RHE 
AXR WREN ET 0) DE A APE IEND A ER GAS A AAT ATA], CA) U6 snRNP 交换 Ul 
snRNP 在 第 一 个 磅 酸 转 移 反 应 之 前 进行 (图 6-29)。 这 个 交换 使 5 剪接 位 点 能 由 两 种 不 同 的 snRNP 陪读， 央 而 增加 了 
剪接 体 选 择 5 剪接 位 点 的 精确 性 。(B) 分 支 位 点 首先 由 BBP 识别 ， 然 后 再 由 U2 snRNP 识别 ;与 〈A) 中 一 样 ， 这 个 
“检验 和 青 检验 ”策略 增加 了 位 点 选择 的 精确 性 。U2 对 分 支点 的 结合 迫使 适当 的 腺 味 叭 核 苷 酸 〈 红 色 ) 不 能 配对 ， 因 而 
激活 它 去 攻击 5 剪接 位 点 〈 图 6-29)。 这 与 BBP 的 识别 一 起 ， 成 为 剪接 体 精 确 选择 最 终 形成 分 支 位 点 的 腺 味 叭 核 苷 酸 的 
方式 。(C) 第 一 次 磷 栈 转移 反应 〈 左 边 ) 之 后 ，U5 snRNP 经 历 重 排 ， 将 两 个 外 显 子 带 至 相 邻 位 置 ， 以 便 进 行 第 二 次 确 
酯 转移 反应 〈 右 边 )。snRNP 即将 反应 物 定位 ， 又 提供 两 个 反应 的 催化 位 点 〈 全 部 或 者 部 分 )。U5 snRNP 在 发 生 重 排 以 
前 就 存在 于 剪接 体 ， 为 了 清楚 起 见 ， 已 从 左 图 中 略 去 。 正 如 文中 所 讨论 的 那样 ， 图 中 显示 的 所 有 RNA-RNA 重 排 (以 
及 其 他 在 剪接 体 中 发 生 但 未 示 出 的 ) 需要 其 他 蛋白 质 和 ATP 水 解 作用 的 参与 


对 前 体 mRNA 的 有 序 影响 有 助 于 解释 如 何 选择 正确 的 剪接 位 点 


我 们 已 经 看 到 ， 内 含 子 序列 大 小 变化 非常 大 ， 有 些 超过 了 100 000 HHA. WED 
位 点 的 选择 只 由 作用 在 预先 形成 的 无 结合 蛋白 质 RNA 分 子 上 的 snRNP 决定 ， 那 么 可 想 而 
知 ， 剪 接 错 误 〈 如 外 显 子 跳 越 以 及 利用 隐蔽 剪接 位 点 ) 将 会 频繁 发 生 (图 6-31) 。 

剪接 体 固有 的 忠实 机 制 得 到 其 他 两 种 因素 的 补充 ， 它 们 有 助 于 确保 剪接 精确 地 进行 。 这 
些 对 前 体 RNA 的 有 序 影响 ， 增 加 了 在 拼接 体内 发 生 剪接 化 学 反应 之 前 ， 将 一 对 合适 的 5 和 
3' 剪接 位 点 并 到 一 起 的 可 能 性 。 第 一 因素 来 源 于 前 体 mRNA 从 正在 转录 的 RNA 聚合 酶 [| 
(图 6-23) 出 现时 ， 发 生 的 剪接 体 组 装 。 与 形成 5 帽子 的 情况 一 样 ， 似 乎 多 个 剪接 体 组 分 都 扒 
带 在 RNA 聚合 酶 的 磷酸 化 尾巴 上 。 它 们 直接 从 聚合 酶 向 新 生前 体 mRNA 的 转移 可 能 有 助 于 
细胞 掌握 内 含 子 和 外 显 子 的 动态 情况 : 起 初 5 剪接 位 点 的 snRNP 只 与 一 个 3 剪接 位 点 共同 存 
在 ， 因 为 下 游 的 位 点 还 没有 合成 出 来 。 这 个 特征 有 利于 防止 不 正确 的 外 显 子 跳 越 。 
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图 6-31 两 类 剪接 错误 
如 果 剪 接 体 在 一 个 预先 形成 的 ， 无 蛋白 质 的 RNA 分 子 上 进行 剪接 位 点 选择 ， 预 计 这 两 类 错误 都 可 能 
频繁 发 生 。“ 隐 蔽 ”剪接 信号 是 与 真正 的 剪接 信号 特别 类 似 的 RNA BE RES 


第 二 个 帮助 细胞 选择 剪接 位 点 的 因素 称 为 “外 显 子 定义 假说 "， 对 它 还 只 有 大 致 的 了 解 。 
外 显 子 大 小 比 内 含 子 大 小 似乎 更 加 一 致 ， 在 各 种 真 核 生 物 中 的 平均 大 小 约 为 150 AEM 
(图 6-32)。 随 着 RNA 合成 的 进行 ， 据 认为 有 一 组 剪接 体 成 分 ， 称 为 SR 蛋白 〈 这 样 命名 是 因 
为 它们 有 一 个 富 含 丝氨酸 和 精 氨 酸 的 结构 域 )， 在 外 显 子 序列 上 组 装 起 来 ， 从 RNA 5 端 开始 ， 
标 出 每 个 5 和 3 剪接 位 点 〈 图 6-33)。 这 种 组 装 与 Ul snRNA 和 U2 AF 协力 进行 ， 前 者 标记 
一 个 外 显 子 边界 ， 后 者 帮助 标记 另 一 个 外 显 子 边 界 。 通 过 这 方式 特异 性 地 标记 外 显 子 ， 细 胞 
增加 了 早期 剪接 组 分 组 装 到 新 生 RNA 上 的 精确 性 ， 因 而 有 助 于 避免 隐蔽 剪接 位 点 。SR 如 何 
区 分 外 显 子 序列 与 内 含 子 序列 还 不 清楚 ， 然 而 有 些 SR 蛋白 优先 结合 到 特定 外 显 子 中 的 RNA 
序列 上 。 从 理论 上 讲 ， 在 进化 过 程 中 可 以 利用 遗传 密码 的 元 余 ， 为 SR 蛋白 选择 出 外 显 子 中 
的 结合 位 点 ， 使 得 产生 这 些 位 点 的 同时 ， 不 会 限制 氨基 酸 序列 。 
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图 6-32 人 类 、 线 虫 和 果 蝇 基因 组 中 内 含 子 和 外 显 子 的 长 度 变 化 
(A) 外 显 子 大 小 分 布 ，(B) 内 含 子 大 小 分 布 。 注 意外 显 子 长 度 比 内 含 子 长 度 要 一 致 得 多 〈 摘 自 International Human 
Genome Sequencing Consortium, Nature 409: 860~921, 2001) 


无 论 是 外 显 子 和 内 含 子 边界 的 标记 ， 还 是 剪接 体 的 组 装 ， 都 在 RNA 3' 端 还 正 被 RNA R 
合 酶 延伸 时 就 在 它 上 面 开 始 了 。 然 而 实际 上 剪接 化 学 反应 的 发 生 可 以 晚 很 多 。 这 种 延迟 意味 
着 内 含 子 序列 并 不 一 定 要 按 它们 沿 RNA 链 排列 的 先后 顺序 从 前 体 mRNA 分 子 中 去 除 。 它 也 
意味 着 ， 尽 管 剪接 体 组 装 与 转录 同时 进行 ， 可 是 有 时 候 剪 接 反 应 是 在 转录 后 进行 的 ， 也 就 是 
说 ， 在 一 个 完整 的 前 体 MRNA 分 子 合成 出 来 以 后 。 
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图 6-33 外 显 子 界定 假说 
根据 一 种 提议 ，SR 蛋白 结合 前 体 mRNA 中 的 每 个 外 显 子 序列 ， 因 而 有 助 于 指导 snRNP 到 达 正 确 
的 内 含 子 /外 显 子 边 界 。SR 蛋白 划 定 外 显 子 界线 是 共 转录 的 ， 开 始 于 5 端的 CBC (帽子 结合 复合 
物 )。 如 图 所 示 ， 前 体 mRNA 中 的 内 含 子 序列 可 以 很 长 ， 它 们 包装 成 hnRNP ( 核 内 不 均一 核糖 核 
蛋白 ) 复合 物 ， 这 些 复合 物 将 它们 压缩 成 更 加 有 序 的 结构 并 可 能 掩盖 了 隐 项 剪接 位 点 。 每 个 
hnRNP 复合 物 形成 一 个 改 为 核 小 体 直径 2 信 的 颗粒 ， 其 核心 由 至 少 8 个 不 同 的 蛋白 质 组 成 。 有 人 
提出 hnRNP 蛋白 优先 与 内 含 子 序 列 结合 ， 这 种 优先 性 也 有 助 于 剪接 体 识别 内 含 子 和 外 显 子 。 然 
而 ， 如 图 所 示 ， 至 少 有 些 hnRNP 蛋白 可 能 结合 外 显 子 序列 ， 但 是 它们 在 外 显 子 界定 中 的 作用 ， 如 
WAWE, EHWAL (RH R. Reed, Curr, opin. Cell, Biol, 12; 340~345, 2000) 


另外 一 套 snRNP 剪接 了 动物 和 植物 中 一 小 部 分 内 含 子 


简单 的 真 核 生 物 ， 如 酵母 ， 只 有 一 套 snRNP， 并 由 它们 完成 全 部 前 体 mRNA 剪接 。 然 
而 ， 更 复杂 的 真 核 生 物 ， 如 果 蝇 、 哺 乳 动物 和 植物 拥有 另外 一 套 snRNP， 它 们 指导 一 小 部 分 
内 含 子 的 剪接 。 这 种 次 要 的 剪接 体形 式 识别 5 和 3 剪接 点 和 分 支 位 点 上 不 同 的 一 套 DNA 序 
列 ; 由 于 它 的 内 含 子 -外 显 子 边 界 的 核 背 酸 序列 决定 子 ， 所 以 称 它 为 AT-AC 剪接 体 〈 图 6- 
34) 。 虽 然 识 别 不同 的 核 苷 酸 序 列 ， 但 是 在 这 种 剪接 体 中 的 snRNP 和 前 体 mRNA 之 间 以 及 彼 
此 之 间 产 生 的 RNA-RNA 相互 作用 ， 与 主要 剪接 体 中 产生 的 相互 作用 是 一 样 的 [图 6-34(B)] 。 
最 新 发 现 的 这 类 snRNP 使 我 们 对 有 关 主 要 剪接 体 中 产生 的 碱 基 配对 相互 作用 的 推理 更 加 肯 
定 ， 因 为 虽然 涉及 的 RNA 序列 不 同 ， 但 是 它 提供 了 一 套 独立 的 产生 相同 RNA-RNA 相互 作 
用 的 分 子 。 

在 少数 真 核 生物 中 ， 发 现 了 剪接 的 一 种 特殊 变化 形式 ， 称 为 反 式 剪 接 。 这 些 生物 包括 单 
细胞 的 椎 虫 ( 在 人 类 中 引起 非洲 睡眠 疾病 的 原生 动物 )， 以 及 多 细胞 模式 生物 一 一 线虫 。 在 反 
式 剪接 中 ， 来 自 两 个 单独 的 RNA 转录 物 的 外 显 子 剪接 在 一 起 ， 形 成 一 条 成 熟 的 mRNA 分 子 
(图 6-34) 。 椎 虫 的 所 有 基因 都 以 这 种 方式 产生 ， 而 线虫 mRNA RAKHA 1% 是 通过 反 式 剪接 
产生 的 。 在 这 两 个 例子 中 ， 一 个 外 显 子 被 剪接 到 细胞 产生 的 许多 不 同 RNA 转录 物 的 5 端 ， 
通过 这 种 方式 ， 所 有 的 反 式 剪接 产物 都 有 相同 的 5 外 显 子 和 不 同 的 3 外 显 子 。 许 多 在 常规 前 
接 过 程 中 发 挥 作 用 的 snRNP 也 在 此 反应 中 得 到 利用 ， 显 然 反 式 剪 接 利 用 了 携带 在 共同 外 显 子 
中 的 独特 snRNP ( 称 为 SLRNP) (图 6-34)。 

少数 生物 利用 反 式 剪接 的 原因 还 不 清楚 ; 但 是 有 人 认为 5 端 共 同 的 外 显 子 可 能 有 助 于 
mRNA 的 翻译 。 因 此 ， 在 线虫 中 反 式 剪接 产物 的 翻译 效率 似乎 特别 高 。 
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图 6-34 三 种 RNA 剪接 机 制 简 图 
CA) 三 种 剪接 体 。 显 示 了 各 自 处 于 两 个 组 装 阶段 的 主要 剪接 体 (左边 )、AT-AC Wk CHD 和 反 式 剪接 体 〈 右 
边 )。U5 snRNP 是 这 三 种 剪接 体 共有 的 唯一 组 分 ， 由 AT-AC 剪接 体 除去 的 内 含 子 与 主要 剪接 体 除 去 的 内 含 子 有 不 同 的 
共有 核 背 酸 序列 。 在 人 类 中 ， 估 计 0. 1% 的 内 含 子 由 AT-AC 剪接 体 除去 。 在 反 式 剪接 过 程 中 ，SL snRNP 在 反应 中 消耗 
掉 ， 内 为 SL snRNP 一 部 分 成 为 成 熟 mRNA 的 第 一 个 外 显 子 。(B) 主要 的 U6 snRNP 和 U6 AT-AC snRNP 都 识别 5 前 
接点 ， 但 它们 通过 一 套 不 同 的 碱 基 配对 相互 作用 来 完成 。 这 里 所 示 的 序列 来 自 人 类 GA Y. -T. Yu et al., The RNA 
World, pp. 487~524. Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor laboratory Press, 1999) 


RNA 剪接 表现 出 显著 的 可 塑性 


我 们 已 经 看 到 剪接 位 点 的 选择 取决 于 前 体 mRNA 转录 物 的 许多 特征 ， 包 括 RNA 上 面 的 
三 种 信号 对 剪接 装置 的 亲和力 5' 和 3 剪接 点 以 及 分 支 位 点 ) 、 外 显 子 的 长 度 和 核 苷 酸 序列 、 
剪接 体 的 共 转录 组 装 、 界 定 外 显 子 的 “规则 ”的 精确 性 。 到 目前 为 止 ， 我 们 已 经 强调 了 在 细 
胞 内 进行 的 RNA 剪接 过 程 的 精确 性 。 但 是 这 种 机 制 的 选择 似乎 也 因为 它 的 柔性 ， 它 使 细胞 
偶尔 能 够 试验 合成 新 的 蛋白 质 。 因 此 ， 比 如 说 ， 对 特定 的 内 含 子 剪接 很 关键 的 核 苷 酸 序列 发 
生 突 变 时 ， 并 不 一 定 完全 阻止 这 个 内 含 子 的 剪接 。 相 反 ， 突 变通 常 产 生 一 种 新 的 剪接 模式 
(图 6-35)。 更 常见 的 是 ， 仅 仅 跳 过 了 外 显 子 [图 6-35(B)]。 在 其 他 情况 下 ， 突 变 导致 利用 一 个 
“隐蔽 ”剪接 位 点 [图 6-35(C)]。 可 能 经 过 进化 ， 剪 接 装置 已 能 挑选 出 最 可 能 的 剪接 衔接 点 模 
式 ， 如 果 由 于 突变 破坏 了 最 佳 的 选择 ， 它 就 会 选择 下 一 个 最 好 的 ， 以 此 类 推 。 在 RNA 剪接 
过 程 中 ， 这 种 柔性 表明 随机 突变 引起 剪接 模式 的 改变 是 基因 和 生物 进化 的 一 种 重要 途径 。 
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(A) TER ARAB BRE (B) ERB RE ER 


自主 要 RNA 转 录 本 了 正常 前 切 位 点 导致 跳 
REF 外 显 子 外 显 子 越 原本 的 外 显 子 
1 2 3 
内 含 子 序列 
由 3 个 外 显 子 形成 的 正常 mRNA 有 外 显 子 ?遗失 的 mRNA 
(O) 某 些 单 核 苷 酸 改变 摧毁 了 正 (D) 某 些 单 核 苷 酸 改变 创造 了 新 
常 葛 切 位 点 而 激活 了 隐藏 的 葛 切 位 点 导致 新 的 外 显 子 
的 剪 切 位 点 被 加 入 整合 ) 
有 延长 外 显 子 3 的 mRNA 有 额外 外 显 子 插入 在 外 


显 子 2 及 3 之 间 的 mRNA 


图 6-35 BA PEPER MAHAR PRR AMM RNA 转录 物 的 异常 加 工 
在 图 中 所 示 的 例子 中 ， 该 病 由 剪接 位 点 的 突变 而 引起 ， 用 黑色 箭头 表示 。 深蓝 色 框 代 表 三 个 正常 的 外 显 子 序列 ; 红色 直 
线 用 于 表示 在 剪接 RNA 转录 物 时 用 到 的 核 苷 酸 序 列 。 淡 蓝 色 框 表示 突变 产生 的 最 终 mRNA 中 包含 的 新 核 苷 酸 序列 ， 注 
意 ， 当 突变 使 正常 剪接 位 点 没有 伴侣 位 点 时 ,就 会 略 过 一 个 外 显 子 ,或 者 将 附近 一 个 或 多 个 异常 “隐蔽 "剪接 位 点 用 作 伴侣 
位 点 ,如 (C) 和 (D) 中 所 示 ( 摘 自 S_H. Orkin, in The Molecular Basis of Blood Diseases[(G. Stamatoyannopoulos et al.» 
eds. )], pp. 106 一 126,Philadelphia:Saunders,1987) 


RNA 剪接 的 柔性 也 意味 着 细胞 能 容易 地 调节 RNA 剪接 模式 。 我 们 在 本 部 分 前 面 看 到 选 
择 性 剪接 能 从 同一 基因 产生 不 同 的 蛋白 质 。 有 些 选择 性 剪接 的 例子 是 组 成 型 的 ， 也 就 是 说 ， 
一 种 生物 的 细胞 连续 合成 经 选择 性 剪接 的 mRNA。 然 而 在 大 多 数 情 况 下 ， 剪 接 模式 受到 细胞 
调节 ， 这 样 就 能 在 不 同 的 时 刻 和 不 同 的 组 织 内 产生 不 同 的 蛋白 质 〈 图 6-27) 。 我 们 将 在 第 7 章 
再 回 到 这 个 问题 上 来 ， 讨 论 几 个 受 调控 的 RNA 剪接 的 特殊 例子 。 


由 剪接 体 催 化 进行 的 RNA 剪接 可 能 从 自我 剪接 机 制 演变 而 来 


最 初 发 现 剪 接 体 的 时 候 ， 它 让 分 子 生 物 学 家 产生 迷惑 。 为 什么 RNA 分 子 会 代替 蛋白 质 ， 
在 剪接 位 点 识别 和 剪接 化 学 反应 中 发 挥 重要 的 作用 ? 为 什么 会 利用 一 个 套 索 中 间 产 物 ， 而 不 
是 利用 看 起 来 更 简单 的 方式 ， 即 直接 对 它们 进行 切割 和 再 连接 后 ， 只 经 过 一 步 就 将 5' 和 3' 前 
接 位 点 连接 起 来 ?这些 问 题 的 答案 反映 了 人 们 所 相信 的 剪接 体 的 演变 方式 。 

第 1 章 简短 地 讨论 过 〈 并 在 本 章 最 后 一 部 分 再 次 详细 地 讨论 ) ， 有 人 认为 早期 细胞 利用 
RNA 而 不 是 蛋白 质 作为 它们 主要 的 催化 剂 ， 并 且 它 们 将 遗传 信息 储存 在 RNA 而 不 是 DNA 
序列 中 。RNA 催化 的 剪接 反应 可 能 在 这 些 早期 细胞 中 发 挥 重 要 作用 。 作 为 证 据 ， 许 多 自我 剪 
接 的 RNA 内 含 子 〈 即 没有 蛋白 质 或 任何 其 他 RNA 分 子 仍然 能 进行 剪接 的 RNA 中 的 内 含 子 
序列 ) 目前 依然 存在 。 例如， 在 四 膜 虫 的 核 内 rRNA 基因 中 、 在 少数 T4 噬菌体 基因 中 ， 以 
及 在 某 些 线粒体 和 叶绿体 基因 中 。 

通过 在 试管 中 培育 含有 内 含 子 序列 的 纯 RNA 分 子 ， 并 观察 剪接 反应 ， 可 以 鉴定 出 能 自 
我 剪接 的 内 含 子 序列 。 用 这 种 方法 可 以 区 分 两 类 主要 的 自我 剪接 内 含 子 序列 。 类 型 工 内 含 子 
序列 通过 将 一 个 G 核 苷 酸 结合 到 内 含 子 序列 上 ， 起 始 剪接 反应 ; 因而 这 个 G 被 活化 ， 形 成 一 
个 攻击 基 团 ， 它 将 打 断 剪接 时 切除 的 第 一 个 磷酸 二 酯 键 〈5 剪接 位 点 的 键 ) 。 在 类 型 卫 内 含 子 
序列 中 ， 一 个 活性 特别 高 的 A 碱 基 是 攻击 基 团 ， 并 形成 了 一 个 套 索 中 间 产 物 。 其 他 情况 下 这 
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两 类 自我 剪接 内 含 子 序列 的 反应 途径 都 一 样 。 可 能 它们 两 者 都 代表 着 非常 古老 的 机 制 的 残余 


(图 6-36), 


第 一 组 自我 剪 切 内 含 子 序列 第 二 组 ARHVAATEA 


内 合子 序列 


RNAS THR 5 


ol 
yo RTP Ay Y 


OF H 
at 
Ne 
ER 
BUNA TPA 
‘OH A oH 
 — 3' 连接 外 显 子 序列 s'a 3! 


图 6-36 两 类 已 知 的 自我 剪接 内 含 子 序列 


类 型 内 含 子 序 列 结合 一 个 游离 的 G 核 苷 酸 到 RNA 上 的 特殊 位 点 来 起 始 剪 接 ， 而 类 型 中 内 含 子 序 列 则 
使 用 内 含 子 序列 自身 中 的 一 个 特别 活跃 的 A 核 苷 酸 起 始 剪 接 。 图 中 描绘 这 两 个 机 制 时 强调 了 它们 的 相 
似 性 。 两 者 通常 都 受到 细胞 内 加 速 反 应 的 蛋白 质 的 帮助 ， 但 催化 作用 却 是 由 内 含 子 序列 中 的 RNA 介 导 
的 ， 这 两 种 自我 剪接 反应 需要 将 内 含 子 折 生成 高 度 特异 的 三 维 结构 ， 提 供 该 反应 的 催化 活性 〈 图 6-6). 
类 型 由 内 会 子 序 列 使 用 的 机 制 以 套 索 结构 释放 内 含 子 ， 与 剪接 体 催化 的 前 体 mRNA 剪接 途径 非常 相 
似 〈 比 较 图 6-29) 。 真 核 细胞 内 大 量 RNA 剪接 由 剪接 体 完成 ， 自 我 剪接 RNA 代表 少见 的 情况 摘自 


T. R. Cech, Cell 44; 207~210, 1986) 


PS FREMENI FARAN BE SEE AY; AA RNA trae 
成 一 个 特殊 的 三 维 结构 ， 这 样 就 将 5 和 3! 剪接 衔接 点 并 到 一 起 ， 并 提供 精确 定位 的 活性 基 团 
进行 化 学 反应 [图 6-6(C)]。 基 于 它们 的 剪接 化 学 反应 如 此 相似 ， 有 人 提出 剪接 体 的 前 体 
mRNA 剪接 机 制 是 从 类 型 下 剪接 演化 而 来 的 。 根 据 这 个 观点 ， 当 剪接 体 的 snRNP 取代 类 型 [[ 
内 会 子 的 结构 和 化 学 作用 时 ， 对 内 含 子 严格 的 序列 限制 可 能 就 会 消失 ， 因 而 能 够 发 生 剪接 的 
不 同 RNA 的 分 子 数量 将 大 大 增加 。 
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RNA 加 工 酶 产生 真 核 mRNA 3' 端 


前 面 解释 过 ，RNA RAR I ARANE mRNA 的 5 端 几乎 在 它 刚 从 RNA 聚合 酶 出 来 
时 发 生 帆 化。 然后 ， 随 着 聚合 酶 沿 基因 继续 移动 ， 剪 接 体 在 RNA 上 组 装 起 来 ， 并 标 出 内 含 
子 和 外 显 子 的 边界 。 当 RNA 从 聚合 酶 出 现时 ， 通 过 直接 转移 加 帽 和 剪接 组 分 到 RNA 上 ， 
RNA 聚合 酶 长 长 的 C 端 尾 协同 了 这 些 过 程 。 正 如 我 们 在 这 一 部 分 看 到 的 ， 当 RNA 聚合 酶 在 
基因 末端 终止 转录 时 ， 它 使 用 类 似 的 机 制 确保 前 体 mRNA 3 端 得 到 正确 加 工 。 

可 能 有 人 会 想到 ， 最 终 是 基因 组 中 编码 的 信号 指令 形成 了 mRNA 3' 端 (图 6-37)。 这 些 
DNA 信号 在 RNA 聚合 酶 移动 经 过 它们 时 转录 成 RNA， 然 后 RNA 由 一 系列 RNA 结合 蛋白 
和 RNA 加 工 酶 识别 EX RNA) (图 6-38)。 有 两 个 多 亚 基 蛋 白质 特别 重要 ， 它 们 分 别 叫 做 
CstF (切割 刺激 因子 F) 和 CPSF (切割 和 多 聚 腺 苷 化 特异 因子 )。 这 两 种 蛋白 质 都 随 RNA 
聚合 酶 尾巴 一 起 移动 ， 并 在 RNA 分 子 刚 从 RNA 聚合 酶 上 出 现时 ， 转 移 到 该 RNA 加 工序 列 
的 3' 端 。CPSF 的 一 些 亚 基 与 通用 转录 因子 TFILD 结合 在 一 起 ， 本 章 前 面 我 们 已 看 到 ， 它 参 
与 了 转录 起 始 。 在 转录 起 始 过 程 中 ， 这 些 亚 基 可 能 从 TF ID 转移 到 RNA 聚合 酶 尾巴 上 ， 并 
保持 结合 状态 ， 直 到 聚合 酶 转录 通过 了 基因 末端 。 


10-308 fF AR S308 FR 
Āe 


图 6-37 HEF) RIAN S MART AL LLG BLK mRNA 3AA EA AE 
这 些 序列 编码 在 基因 组 中 并 在 转录 成 RNA Jes h PE US. ARE AAUAAA 由 CPSF 接合 ， 
切割 位 点 以 外 富 含 GU 的 元 件 由 CstF 结合 〈 图 6-38). CA 序列 则 由 切割 步骤 必需 的 第 三 种 因子 结合 。 
与 本 章 讨 论 的 其 他 共有 核 昔 酸 序列 〈 图 6-12) 相似 ， 图 中 所 示 的 序列 代表 不 同 的 单独 切割 和 多 聚 腺 共 
酸化 的 信和 号 


一 旦 CstF 和 CPSF 结合 到 刚 出 现 的 RNA 分 子 特定 的 核 首 酸 序 列 上 ， 其 他 蛋白 质 就 会 和 
它们 一 起 组 装 起 来 进行 加 工 过 程 ， 生 成 mRNA 3' 端 。 首先 对 RNA 进行 切割 (图 6-38) 。 然 后 
一 个 称 为 多 聚 A 聚合 酶 的 蛋白 质 一 次 一 个 地 把 将 近 200 个 A 核 苷 酸 加 到 切割 产生 的 3 端 上 。 
这 些 加 入 核 华 酸 的 前 体 是 ATP， 并 形成 与 普通 RNA 合成 时 一 样 的 5 ~3' 键 (图 6-4)。 与 常 
见 的 RNA RAMA, ZR A 聚合 酶 不 需要 模板 ; 因此 真 核 生 物 mRNA 的 多 聚 A 尾巴 并 
不 是 直接 编码 在 基因 组 中 。 一 旦 合成 了 多 聚 A 尾 巴 ， 多 聚 A 结合 蛋白 就 在 它 上 面 组 装 ， 并 以 
尚 不 了 解 的 机 制 ， 决 定 了 尾巴 最 终 的 长 度 。 在 mRNA 从 核 内 转移 到 细胞 质 期 间 ， 多 聚 A 结 
合 蛋白 保持 与 多 聚 A 尾巴 的 结合 状态 ， 并 帮助 在 核糖 体 上 合成 蛋白 质 ， 这 些 我 们 在 本 章 后 面 
会 看 到 。 
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图 6-38 ERAH MRNA 3' 端 的 
一 些 主要 步骤 
这 个 过 程 比 细菌 中 的 类 似 过 程 要 复杂 得 多 ， 在 
细菌 中 RNA 聚合 酶 只 是 在 终止 信号 处 停 下 来 ， 
并 释放 其 转录 物 3 端 和 DNA 模板 图 6-10) 


真 核 生物 前 体 mRNA 3 ' 端 切除 以 后 ，RNA 聚合 
酶 [继续 进行 转录 ， 在 有 些 情况 下 ， 通 过 含有 3 切割 
位 点 信息 的 DNA 以 后 ， 持 续 合 成 多 达 几 百 个 核 背 酸 。 
但 是 不 久 聚 合 酶 就 松 开 它 对 模板 的 结合 ， 并 终止 转录 ; 
切割 位 点 下 游 的 RNA 片段 然后 就 在 细胞 核 内 降解 掉 。 
还 不 清楚 在 RNA 切割 后 是 什么 引起 RNA 聚合 酶 持 
续 合 成 能 力 的 丢失 。 一 种 观点 认为 ，3 端 加 工 因子 从 
RNA 聚合 酶 转移 到 RNA 上 引起 RNA 聚合 酶 发 生 构 
象 变化 ， 并 松 开 与 DNA 的 结合 ; 另 一 种 观点 则 认 
为 刚 从 聚合 酶 合成 出 来 的 RNA 5' 端 缺少 帽子 结构 
(和 CBC)， 在 某 种 程度 上 为 聚合 酶 终止 转录 提供 了 
信号 。 


成 熟 的 真 核 mRNA 选择 性 地 输出 细胞 核 


现在 我 们 已 经 看 到 ， 真 核 生物 mRNA 的 合成 和 加 
工 在 细胞 核 内 以 有 序 的 方式 进行 。 然 而 ， 这 些 过 程 对 
真 核 细胞 产生 一 个 特殊 的 问题 ， 尤 其 是 那些 所 含 内 含 
子 比 外 显 子 大 得 多 的 复杂 生物 。 合 成 的 前 体 mRNA 
中 ， 只 有 一 小 部 分 (成熟 mRNA) 对 细胞 有 进一步 
的 利用 价值 。 其 余 的 〈 切 除 的 内 含 子 、 断 裂 RNA 
和 异常 剪接 的 前 体 MRNA) 不 仅 没 有 用 处 ， 而 且 如 果 
不 加 以 清除 就 会 对 细胞 很 危险 。 那 么 细胞 是 怎样 区 分 
它 希 望 保留 的 较 稀 少 的 成 熟 mRNA 分 子 和 RNA 加 
工 产生 的 海量 的 废弃 物 呢 ?答案 就 在 于 从 细胞 核 向 细 
胞 质 〈 在 这 里 合成 蛋白 质 ) 转运 MRNA 的 过 程 是 高 
度 选 择 性 的 ， 与 正确 的 mRNA 加 工 过 程 紧密 偶 联 。 这 
种 偶 联 由 核 孔 复合 物 完成 ， 它 只 识别 并 转运 完整 的 
mRNA。 

我 们 已 经 看 到 ， 前 体 mRNA 在 合成 和 加 工时 ， 与 
许多 蛋白 质 结合 在 一 起 ， 包 括 帽 子 结合 复合 体 、SR 蛋 
白 以 及 poly (A) 结合 蛋白 。 在 准备 转运 前 ，mRNA 
分 子 似乎 必须 与 合适 的 一 组 蛋白 质 结 合 ， 存 在 某 些 蛋 
白质 ， 如 帽子 结合 复合 体 ， 而 缺少 另 一 些 ， 如 snRNP 
蛋白 。 剪 接 期 间 置 于 RNA 上 的 其 他 蛋白 质 似乎 标记 
了 外 显 子 -外 显 子 边 界 ， 因 而 代表 剪接 反应 的 完成 。 只 
有 当 合适 的 一 组 蛋白 结合 上 mRNA 之 后 ， 它 才能 引导 
通过 核 孔 复合 物 ， 到 达 细 胞 质 。 正 如 第 12 章 描述 的 ， 
核 筷 复合 物 是 核 膜 中 的 含水 通道 ， 直 接连 通 核 基质 与 
细胞 质 。 小 分 子 (小 于 5000Da) 能 自由 扩散 通过 它 


们 ， 然 而 细胞 中 大 多 数 大 分 子 ， 包 括 与 蛋白 质 形成 复合 物 的 mRNA， 由 于 太 大 ， 如 果 没 有 特 
殊 过 程 来 转移 它们 ， 就 不 能 通过 核 孔 。 在 核 孔 内 沿 两 个 方向 活跃 地 进行 着 物质 转运 。 第 12 章 
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将 会 解释 ， 大 分 子 上 的 信号 决定 了 它 是 从 细胞 核 输出 〈 如 mRNA 分 子 ) 还 是 输入 〈 如 RNA 
聚合 酶 )。 对 于 mRNA， 标 记 剪 接 完成 的 结合 蛋白 特别 重要 ， 因 为 据 我 们 所 知 它 直 接 作为 
RNA 输出 因子 (图 12-16)。 很 明显 缺乏 内 含 子 的 基因 转录 出 的 mRNA， 含 有 直接 由 其 他 
RNA 输出 因子 识别 的 核 昔 酸 序列 。 因 此 真 核 细 胞 利用 它们 的 核 孔 复合 物 作为 大 门 ， 只 让 有 用 
的 RNA 分 子 进入 细胞 质 。 

在 前 体 mRNA 分 子 刚 从 转录 中 的 RNA 聚合 酶 出 现时 就 在 它 上 面 组 装 的 所 有 和 蛋白质 中 ， 
最 丰富 的 是 hnRNP 〈 核 不 均一 核糖 核 蛋 白 )。 这 些 蛋 白质 中 有 些 〈 人 类 约 有 30 种 ) 从 RNA 
上 消除 发 卡 螺旋 ， 以 便 容 易 阅 读 RNA 上 的 剪接 和 其 他 信号 。 另 外 一 些 则 将 通常 在 复杂 生物 
基因 中 发 现 的 特长 内 含 子 序列 中 的 RNA 包装 起 来 (图 6-33) 。 除 组 蛋白 之 外 ， 某 些 hnRNP 
蛋白 是 细胞 核 内 含量 最 丰富 的 蛋白 质 ， 它 们 可 能 在 区 分 成 熟 MRNA 和 加 工 废物 过 程 中 发 挥 特 
别 重要 的 作用 。hnRNP 颗粒 (hnRNP 蛋白 和 RNA 形成 的 类 似 核 小 体 的 复合 物 ，( 如 图 6-33 
所 示 ) 大 都 排斥 在 外 显 子 序列 以 外 ， 这 可 能 是 因为 剪接 体 成 分 已 经 先 结合 上 了 。 它 们 保留 在 
切除 的 内 含 子 上 ， 可 能 作为 它们 停留 在 核 内 并 最 终 降 解 的 标记 。 

根据 这 个 观点 ， 内 含 子 (与 成 熟 mRNA 一 样 ) 以 结合 蛋白 的 形式 携带 指令 它们 最 终 命运 
的 信号 。 但 是 并 不 是 全 部 hnRNP 都 停留 在 核 内 ， 据 知 有 些 hnRNP 保持 与 完全 加 工 的 mRNA 
分 子 结合 并 伴随 它们 进入 细胞 质 。 可 能 是 整套 结合 蛋白 而 不 是 单个 蛋白 质 最 终 决定 了 一 个 
RNA 分 子 是 否 将 离开 细胞 核 。 

对 于 昆虫 巴尔 比 亚 尼 环 基因 而 言 ， 它 的 mRNA 异常 丰富 ， 所 以 可 以 在 电子 显微镜 下 观察 
到 mRNA- 蛋 白质 复合 物 从 细胞 核 内 输出 。 当 这 些 基因 转录 后 ， 就 看 到 新 形成 的 RNA 被 蛋白 
质 (包括 hnRNP 和 SR 蛋白 ) 包装 起 来 。 这 种 蛋白 质 -RNA 复合 物 发 生 一 系列 构 型 转变 ， 可 
能 反映 了 RNA 加工 过 程 ， 并 直到 形成 弯曲 的 纤维 为 止 ( 图 6-39)。 然 后 这 个 弯曲 纤维 穿 过 核 
基质 ， 进 入 核 孔 复合 体 ( 它 的 5' 端 帽子 在 前 )， 并 且 当 它 通 过 NPC 时 会 再 发 生 一 系列 其 他 的 
结构 转变 。 这 些 以 及 其 他 一 些 观察 到 的 现象 表明 ， 前 体 mRNA- 蛋 白 复合 物 和 mRNA- 蛋 白 复 
合 物 是 动态 的 结构 ， 在 RNA 合成 、 加 工 、 转 运 和 翻译 过 程 中 它们 会 增加 或 丢失 许多 特定 的 
蛋白 质 (图 6-40)。 
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图 6-39 巨大 的 mRNA 分 子 转运 通过 核 孔 复合 物 
(A) 巴尔 比 亚 尼 环 mRNA 分 子 由 RNA 聚合 酶 合成 ， 并 包装 成 不 同 核 蛋 白 的 成 熟 过 程 。 这 幅 昆 虫 细 胞 产生 的 异常 丰 余 
RNA 的 图 是 基于 像 (B) 中 这 样 的 电镜 显 微 照 片 。 巴 尔 比 亚 尼 环 在 第 4 章 描述 [(A) 摘 自 Danehlt, Cell 88: 587~588, 
1997; (B) 摘自 及 J. Stevens and H. Swift, J. Cell. Biol. 31: 55~77, 1966 © The Rockefeller University Press] 
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图 6-40 “准备 输出 ”的 mRNA 分 子 及 其 转运 通过 核 孔 的 简要 说 明 
如 图 所 示 ， 当 mRNA 分 子 移动 通过 核 孔 时 ， 有 些 蛋白 质 随同 一 起 移动 ， 而 另 一 些 保留 在 核 内 。 一旦 进入 细胞 质 ， 
mRNA 继续 脱 去 以 前 结合 的 蛋白 质 并 获取 新 蛋白 质 ; 这 些 取代 影响 了 随后 的 信息 翻译 。 由 于 在 核 内 与 mRNA 结合 上 的 
蛋白 质 中 有 些 与 RNA 一 起 转运 ， 所 以 它们 能 影响 其 随后 在 细胞 质 中 的 稳定 性 和 翻译 〈 图 12-16)。 当 剪接 完成 后 有 些 这 
类 蛋白 质 定位 于 外 显 子 -内 含 子 边 界 ， 因 而 代表 了 RNA 中 已 正确 剪接 过 的 那些 区 域 


在 讨论 mRNA 离开 核 之 后 发 生 了 什么 之 前 ， 我 们 简短 考虑 一 下 非 编码 RNA 分 子 的 合成 
和 加 工 是 如 何 进行 的 。 虽 然 也 有 许多 其 他 的 例子 ， 但 我 们 的 讨论 集中 在 对 mRNA 翻译 成 蛋白 
质 至 关 重要 的 rRNA E. 


许多 非 编码 RNA 也 在 细胞 核 内 合成 和 加 工 


一 个 哺乳 动物 细胞 内 RNA 占 细胞 干 重 的 几 个 百分点 : 其 中 ， 只 有 3% 一 5% 是 mRNA, 
剩余 的 一 部 分 代表 尚未 降解 的 内 含 子 序列 ， 但 是 细胞 中 大 多 数 RNA 行使 着 结构 和 催化 功能 
( 表 6-1)。 细 胞 内 含量 最 丰富 的 RNA 是 核糖 体 RNA (rRNA)， 占 迅速 分 裂 细 胞 中 RNA 的 近 
80%。 本 章 后 面 会 讨论 ， 这 些 RNA 形成 了 核糖 体 的 核心 。 与 细菌 (其 中 所 有 RNA 都 由 一 种 
RNA 聚合 酶 合成 ) 不 同 ， 真 核 生 物 有 另外 一 个 专门 用 于 合成 rRNA 的 酶 ，RNA RAN I. 
RNA 聚合 酶 工 在 结构 上 与 前 面 讨 论 的 RNA RAR Ls 然而 ， 聚 合 酶 缺少 一 个 C 端 尾 
巴 ， 这 有 助 于 解释 它 的 转录 产物 为 什么 既 不 帽 化 也 不 多 聚 腺 芽 化 。 前 面 讨论 过 ， 这 种 差别 帮 
助 细胞 区 分 非 编码 RNA 和 mRNA, 

由 于 每 个 mRNA 分 子 经 过 多 轮 翻译 ， 也 能 使 蛋白 质 分 子 产量 显著 扩大 ， 所 以 从 那些 单 倍 
体 基因 组 中 只 有 一 份 拷贝 的 基因 ， 可 以 合成 出 细胞 内 许多 含量 丰富 的 蛋白 质 。 相 比 之 下 ， 核 
糖 体 的 RNA 成 分 是 基因 表达 的 终 产 物 。 一 个 生长 中 的 哺乳 动物 ， 为 了 构建 它 的 1000 万 个 核 
糖 体 ， 在 每 个 细胞 世代 各 种 核糖 体 RNA 就 必须 合成 将 近 1000 万 份 拷贝 。 之 所 以 能 够 合成 足 
够 数量 的 核糖 体 RNA， 只 是 因为 细胞 含有 编码 核糖 体 RNA (rRNA) 的 rRNA 基因 的 多 份 拷 
贝 。 即 使 是 大 肠 杆 菌 也 需要 7 份 RNA 基因 的 拷贝 ， 以 满足 细胞 对 核糖 体 的 需要 。 人 类 每 个 
单 倍 体 细胞 含有 约 200 份 rRNA 基因 拷贝 ， 它 们 成 小 串 地 排列 在 5 条 不 同 染 色 体 上 (图 4- 
11) ， 而 非洲 爪 蟾 的 细胞 每 个 单 倍 体 基因 组 中 含有 约 600 份 rRNA 基因 拷贝 ， 它 们 位 于 一 条 染 
色 体 上 的 一 个 基因 簇 (E 6-41). 

+ 364 + 


图 6-41 电子 显微镜 中 观察 到 串联 排列 的 rRNA 基因 的 转录 
能 容易 地 观察 到 交替 转录 的 基因 和 非 转录 间隔 子 的 模式 。 更 高 放大 倍数 的 图 像 见 图 6-9 (摘自 V，E. 
Foe, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol, 42; 723~740, 1978) 


真 核 生物 中 存在 4 种 rRNA， 每 个 核糖 体 都 有 它们 的 一 份 拷贝 。 其 中 三 种 rRNA (18S, 
5. 8S 和 28S) 是 通过 化 学 修饰 和 切割 单个 巨大 的 前 体 rRNA 后 产生 (图 6-42); 至 于 第 4 种 
(SSRNA) 则 由 一 种 不 同 的 聚合 酶 CRNA 聚合 酶 隆 )， 从 另外 一 串 基因 中 合成 出 来 的 ， 且 不 
需要 经 过 化 学 修饰 。 为 什么 这 个 RNA 单独 合成 还 不 清楚 。 
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图 6-42 BK 45S 前 体 rRNA 分 子 经 化 学 修饰 和 核酸 酶 降解 加 工 成 三 个 单独 核 的 糖 体 RNA 
如 图 所 示 ， 前 体 rRNA 切割 之 前 发 生 两 种 化 学 修饰 《图 6-43)。 这 个 前 体 rRNA 中 核 背 酸 序列 几乎 有 一 
半 被 委 痉 并 在 核 内 降解 挤 。rRNA 根据 它们 的 “S” 值 命名 ， 也 就 是 指 亡 超速 离心 时 的 沉降 速率 ，S 值 越 

大 ，rRNA 分 子 越 大 
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前 体 rRNA 长 达 13 000 个 核 苷 酸 ， 从 它 切割 出 rRNA 并 组 装 成 核糖 体 之 前 ， 它 发 生 了 广 
泛 的 化 学 修饰 。 这 些 修 饰 包括 : 核糖 中 约 有 100 个 2 一 OH 位 置 发 生 甲 基 化 ， 还 有 约 100 个 
尿 喀 啶 核 背 酸 异 构 化 为 假 尿 喀 啶 [图 6-43(A)]。 这 些 修 饰 的 具体 作用 并 不 清楚 ， 但 是 它们 可 
能 有 助 于 最 终 rRNA 折 释 和 组 装 ， 还 可 能 引起 核糖 体 功 能 发 生 微妙 的 变化 。 前 体 rRNA 中 每 
一 种 修饰 都 发 生 在 特定 位 点 上 。 这 些 位 点 由 几 百 个 “向 导 RNA” 规 定 ， 它 们 通过 碱 基 配 对 将 
自身 定位 在 前 体 rRNA 上 ， 因 而 将 RNA 修饰 酶 引导 至 合适 的 位 点 [图 6-43(B)]。 其 他 RNA 
可 能 通过 在 前 体 rRNA 中 引起 构象 变化 ， 来 促进 前 体 rRNA 切割 成 成 熟 的 rRNA。 所 有 这 些 
向 导 RNA 都 是 一 大 类 称 作 核 仁 小 RNA (或 snoRNA) 中 的 成 员 ， 这 样 命名 是 因为 这 些 RNA 
在 细胞 核 内 一 个 称 作 核 仁 的 亚 区 室 中 发 挥 作用 。 许 多 snoRNA 由 其 他 基因 的 内 含 子 编码 ， 特 
别 是 那些 编码 核糖 体 蛋白 质 的 基因 。 因 此 snoRNA 由 RNA RAWI 合成 ， 并 从 切割 后 的 内 
含 子 序列 中 加 工 而 来 。 
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图 6-43 指导 RNA 对 前 体 rRNA 的 修饰 
(A) rRNA 合成 之 后 发 生 的 两 种 显著 的 共 价 修饰 ! 红色 原子 表示 与 最 初 整 合 的 核 苷 酸 的 差别 。(B) 如 
图 所 示 ，snoRNA 通过 与 前 体 rRNA 上 的 互补 序列 碱 基 配 对 ， 定 位 于 修饰 位 点 。snoRNA 结合 到 蛋白 
质 上 ， 所 得 复合 物 称 为 snoRNP。snoRNP 含有 RNA 修饰 活性 ， 可 能 是 由 于 蛋白 质 的 贡献 ， 但 也 可 能 
是 由 于 snoRNA 自身 的 贡献 


核 仁 是 生产 核糖 体 的 工厂 


用 光学 显微镜 观察 真 核 生 物 细胞 时 ， 核 仁 是 细胞 核 内 看 得 最 清楚 的 结构 。 因 此 早期 的 细 
胞 学 家 对 它 的 研究 如 此 彻底 ， 以 至 于 1898 年 的 一 篇 综述 就 能 列 出 约 700 篇 参考 文献 。 现 在 我 
们 知道 了 核 仁 是 加 工 rRNA 并 将 它们 装配 成 核糖 体 的 场所 。 与 细胞 内 其 他 细胞 器 不 同 ， 它 没 
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有 膜 的 包 被 (图 6-44); 取而代之 的 是 一 个 巨大 的 大 分 子 聚 集体 ， 其 中 包括 rRNA 基因 本 身 、 
前 体 rRNA, RA rRNA, rRNA 加 工 酶 、snoRNP、 核 糖 体 蛋白 亚 基 和 完成 部 分 装配 的 核糖 
体 。 所 有 这 些 组 分 的 密切 联合 ， 可 以 使 核糖 体 的 组 装 顺 利 进行 。 


外 围 的 异 染 色 质 


Ium 


图 6-44 人 类 成 纤维 细胞 核 一 小 段 截面 的 电镜 显 微 照片 ， 显 示 了 其 3 个 不 同 区 域 
(A) 整个 细胞 核 图 片 。(B) 核 仁 的 高 倍 放大 图 片 。rRNA 基因 转录 据 报道 发 生 在 核 仁 纤维 中 心 和 致密 纤维 组 分 之 间 ， 
并 且 rRNA 的 加 工 以 及 组 装 成 核糖 体 向 外 进行 ， 即 从 致密 纤维 组 分 朝向 周围 的 颗粒 组 分 经 E. G. Jordan il J. McGovern 
允许 后 使 用 ) 


还 不 清楚 细胞 是 怎样 将 核 仁 维系 并 组 织 起 来 的 ， 但 是 不 同 的 RNA 分 子 在 它 的 化 学 和 结 
构 中 发 挥 中 心 作用 ， 这 表明 核 仁 可 能 从 细胞 内 一 个 古老 而 且 主要 由 RNA 催化 的 细胞 器 演化 
而 来 。 在 现今 细胞 中 ，rRNA 基因 在 核 仁 的 形成 过 程 也 发 挥 重 要 作用 。 在 人 类 二 倍 体 细胞 中 ， 
rRNA 基因 分 布 在 10 个 基因 艇 上 ， 这 些 基因 艇 每 个 都 位 于 具有 两 份 拷贝 的 5 条 不 同 染 色 体 的 
末端 附近 (图 4-11)。 人 类 细胞 每 次 发 生 有 丝 分 型 时， 染色 体 分 离 ， 核 仁 破裂 ， 有丝分裂 之 
后 ， 当 核 仁 重建 时 ，10 条 染色 体 又 联合 起 来 〈 图 6-45 和 图 6-46)。 由 RNA RAN I 进行 的 
rRNA 基因 的 转录 对 于 这 个 过 程 是 必需 的 。 

可 能 有 人 会 想到 ， 核 仁 的 大 小 反映 了 细胞 正在 生产 的 核糖 体 的 数目 多 少 。 因 此 它 的 大 小 
在 不 同 细胞 内 变化 很 大 ， 在 单个 细胞 内 也 能 发 生 改变 ， 在 那些 蛋白 质 合成 异常 巨大 的 细胞 内 
占据 了 核 内 容积 的 25%。 

图 6-47 显示 了 核糖 体 装配 的 简 图 。 核 仁 除 了 在 核糖 体 生 物 合成 过 程 中 发 挥 重 要 作用 之 
Sh. 还 是 其 他 RNA 合成 以 及 其 他 蛋白 质 -RNA 复合 物 组 装 的 场所 。 例 如 ， 我 们 已 经 看 到 ， 在 
前 体 mRNA 剪接 中 发 挥 作用 的 U6 snRNP, 由 一 个 RNA 分 子 和 至 少 7 种 蛋白 质 组 成 (图 6- 
29), U6 snRNA 在 核 仁 内 装配 成 U6 snRNP 之 前 ， 受 到 U6 snRNP 的 化 学 修饰 。 其 他 重要 
的 RNA- 蛋 白质 复合 体 ， 包 括 端 粒 〈 见 第 5 章 ) 和 信号 识别 颗粒 〈 我 们 将 在 第 12 章 讨论 )， 
据 报 道 也 在 核 仁 中 组 装 。 最 后 ， 为 蛋白 质 合成 转运 氨基 酸 的 tRNA 也 在 核 仁 进行 加 工 。 因 此 ， 
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图 6-45 细胞 周期 中 人 类 细胞 的 细胞 核 外 观 变化 
图 中 只 显示 了 细胞 核 。 在 大 多 数 细胞 中 ， 有 丝 分 交 期 间 ， 用 间断 的 圆圈 表示 ， 核 膜 发生 降解 


可 以 认为 核 仁 是 一 个 巨大 的 工厂 ， 在 那里 对 许多 非 编码 RNA 进行 加 工 ， 并 将 它们 与 蛋白 质 
一 起 装配 成 多 种 核酸 -蛋白 复合 物 。 
细胞 核 含有 多 种 亚 细 胞 核 结构 


虽然 核 仁 是 核 内 最 显著 的 结构 ， 但 是 也 能 观察 到 核 内 还 存在 多 种 其 他 核 体 结构 ， 并 对 它 
们 进行 了 研究 (图 6-48) 。 这 些 结构 包括 Cajal 小 体 (LA 1906 年 首次 描述 它们 的 科学 家 名 字 而 
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图 6-46 BIBRA 
这 些 培养 基 中 生长 的 人 成 纤维 细胞 光 镜 显 微 照片 显示 了 核 仁 柄 合 的 不 同 阶段 。 有 丝 分 裂 以 后 ， 携 带 一 
BBE rRNA 基因 的 10 条 人 类 染色 体 各 自 都 开始 形成 一 个 微小 的 核 ， 但 随 着 它们 不 断 生 长 形成 许多 间 期 细 
胞 典型 具有 的 单个 巨大 细胞 核 时 ， 它 们 就 迅速 合并 〈 经 E，G，Jordan MJ. McGovern 允许 后 使 用 ) 


命名 )、GEMS ( 双 卷 曲 小 体 )， 以 及 染色 质 间 颗 粒 簇 〈 也 称 作 “ 斑 点 ”")。 与 核 仁 类 似 ， 其 他 
这 些 核 内 结构 缺少 膜 且 是 高 度 动态 的 ， 它 们 的 外 形 可 能 是 蛋白 质 与 RNA (可 能 还 有 DNA) 
组 分 紧密 结合 的 结果 ， 这 些 组 分 在 那些 参与 基因 表达 的 大 分 子 合成 、 组 装 和 储存 中 发 挥 作用 。 
Cajal 小 体 和 GEMS 彼此 相似 ， 并 在 核 内 频繁 配对 ， 还 不 清楚 它们 是 否 真 的 是 不 同 的 结 
它们 可 能 是 snRNA 和 snoRNA 进行 最 后 的 修饰 并 与 蛋白 质 进行 组 装 的 场所 。 组 成 snRNP 的 
RNA 和 和 蛋白质 都 在 细胞 质 内 进行 部 分 组 装 ， 但 是 它们 都 转运 到 细胞 核 进行 最 后 的 修饰 。 有 人 
提出 Cajal 小 体 /GEMS 也 是 剪接 过 程 中 重组 完成 以 后 循环 利用 snRNP 并 将 其 RNA“ 复 位 ” 
的 场所 。 相 比 之 下 ， 有 人 认为 染色 质 间 颗粒 簇 是 那些 准备 用 于 前 体 mRNA 拼接 过 程 的 完全 成 
AE snRNP 的 储备 (图 6-49). 

科学 家 一 直 难 以 搞 清楚 以 上 描述 的 亚 核 内 小 结构 的 功能 。 现 在 取得 的 大 部 分 进展 都 依赖 
于 遗传 工具 一 -检查 设计 的 突变 对 小 鼠 的 影响 和 自发 突变 对 人 类 的 影响 。 例 如 ，GEMS 含有 
SMN (运动 神经 元 生存 ) 蛋白 。 这 种 蛋白 质 编码 基因 的 某 些 突变 ， 引 起 了 可 遗传 的 消 髓 肌肉 
萎缩 ， 它 是 一 种 人 类 疾病 ， 其 特征 就 是 肌肉 逐渐 消瘦 。 这 种 疾病 似乎 是 因为 snRNP 组 装 以 及 
随后 进行 的 前 体 mRNA 剪接 存在 轻微 的 缺陷 而 产生 的 。 可 想 而 知 ， 更 严重 的 缺陷 将 会 是 致 
命 的 。 

考虑 到 亚 细 胞 核 区域 在 RNA 加 工 中 的 重要 性 ， 可 以 推 想到 前 体 mRNA 的 剪接 发 生 在 核 
内 某 个 特定 的 位 置 ， 因 为 剪接 需要 多 种 RNA 和 和 蛋白 质 组 分 。 然 而 ， 我 们 已 经 看 到 ， 剪 接 组 
分 在 前 体 mRNA 上 的 装配 是 共 转录 的 ; 因此 剪接 必须 在 染色 体 上 的 许多 位 点 进行 。 在 第 4 章 
我 们 看 到 间 期 染色 体 占据 了 核 内 不 连续 的 区 域 ， 而 转录 和 前 体 mRNA 剪接 必须 在 这 些 区 域内 
进行 。 然 而 ， 间 期 染色 体 它 们 本 身 是 动态 变化 的 ， 它 们 在 核 内 确切 位 置 与 基因 表达 有 关 。 例 
如 ， 间 期 染色 体 的 转录 沉默 区 域 常常 与 核 被 膜 结合 ， 据 报道 这 里 异 染 色 质 组 分 浓度 特别 高 。 
当 这 些 相同 的 区 域 开始 活路 转录 时 ， 它 们 重新 定位 到 核 内 侧 位 置 ， 在 这 里 富 含 合成 mRNA 所 
需要 的 成 分 。 有 人 提出 ， 一 个 典型 的 哺乳 动物 细胞 尽管 可 能 正 按 次 序 表 达 15 000 个 基因 ， 转 
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核 仁 组 成 RNA 的 回 于 
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及 最 终 组 装 


图 6-47 细胞核 在 核糖 体 和 其 他 核糖 核 蛋白 合成 中 的 作用 
45S 前 体 rRNA 包装 成 一 个 巨大 的 核糖 核 蛋白 颗粒 ， 含 有 许多 从 细胞 质 输入 的 核 糟 
体 蛋 白 。 尽 管 该 颗粒 保留 在 核 内 ， 但 是 随 着 它 加 工 成 未 成 熟 的 大 小 核糖 体 亚 基 时 ， 
会 选择 性 地 增加 一 些 成 分 或 去 掉 另 一 些 成 分 。 据 认为 两 个 核糖 体 亚 基 只 有 当 它 们 
各 自 独 立地 转运 通过 核 孔 进入 细胞 质 时 才 获 得 最 终 的 功能 形式 。 其 他 核糖 核 蛋白 
复合 体 ， 包 括 这 里 所 示 的 端 粒 ， 也 在 细胞 核 内 组 装 


RA RNA 剪接 却 可 能 只 在 核 内 几 千 个 位 点 上 进行 。 这 些 位 点 自身 是 高 度 动态 变化 的 ， 并 可 
能 会 引起 转录 和 剪接 组 分 联合 起 来 形成 一 个 小 “装配 线 "， 在 这 里 这 些 组 分 的 浓度 会 非常 高 。 
结果 ， 细 胞 核 似乎 高 度 组 织 成 多 个 亚 区 域 ，snRNP、snoRNP 和 其 他 的 核 内 组 分 根据 细胞 需 
要 ， 以 有 序 的 方式 在 这 些 亚 区 域 之 间 移 动 。 

+ 370+ 


LU = 
Shm 


图 6-48 染色 质 和 核 内 小 体 图 片 
(A) (D) 显示 了 相同 人 类 细胞 核 的 显 微 照 片 ， 这 些 细胞 核 每 个 都 经 过 不 同 的 处 理 ， 以 显示 特定 的 一 组 核 结构 。(E) 
显示 全 部 4 张 图 像 登 加 后 放大 的 图 像 。(A) 显示 纤维 蛋白 的 位 置 〈 多 种 snoRNP 的 成 分 )， 这 种 蛋白 质 存 在 于 核 仁 和 
Cajal 小 体 中 ， 箭 头 表示 后 者 ，(B) 利用 参与 前 体 mRNA 剪接 的 一 种 蛋白 质 的 抗体 发 现 的 染色 质问 颗粒 篮 或 “ 班 点 ” 
(O 染色 后 显示 出 巨大 的 染色 质 。(D) 显示 环 蛋 白 的 位 置 ， 这 种 蛋白 质 存在 于 Cajal 小 体 中 〈 箭 头 所 指 ) (摘自 JR. 


Swedlow and A. L. Lamond, Gen. Biol, 2: 1~7, 显 微 照片 经 Judith Sleeman 允许 后 使 用 ) 
部 分 组 装 的 核 内 小 
DEP BEBE ET Bm 
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核 内 小 分 了 上 RAKE 
end | 


活性 转录 及 RNA 
BONE Ri 


RiR 
图 6-49” 亚 细胞 核 结构 简 图 

典型 的 脊椎 动物 细胞 含有 1 小 体 ， 据 报道 它 是 snRNP 和 snoRNP 最 后 修饰 的 地 方 。 染 色 质 间 颗 粒 簇 据 报道 是 
i snRNP fi -个 典型 的 脊椎 动物 50 个 染色 质 间 颗粒 策 ，snRNA 最 初 合成 以 后 ， 

4 在 此 之 后 它们 发 生 5" 和 3' 端 加 工 六 
上 再 重新 转运 到 细胞 核 ，snRNP 在 Cajal AMA PET 
学 修饰 。 活 路 转录 和 剪接 的 《每 个 消 椎 动物 细胞 核 有 将 近 20 
周 纤维 ”( 摘 自卫 D. Lewis and D. Tollervey, 


常见 的 snRNP 蛋白 CPR sm 蛋白 ) 组 装 起 来 。 这 些 复合 : 
们 最 终 的 修饰 。 此 外 ，U6 snRNP 需要 在 核 内 由 snoRNA 进行 化 
000 个 在 对 应 于 电镜 下 观察 到 的 “染色 质 
ience 288. ~1389, 2000) 
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某 一 特定 蛋白 质 开 始 合成 之 前 ， 必 须 通过 转录 合成 相应 的 mRNA。 细 菌 只 有 一 种 RNA 
聚合 酶 (将 DNA 转录 成 RNA 的 酶 )。 一 分 子 mRNA 的 合成 需要 这 种 酶 在 一 个 启动 子 上 起 始 
转录 ， 通 过 链 的 延伸 合成 RNA， 在 终止 子 停止 转录 ， 并 释放 出 DNA 模板 和 互补 的 MRNA 
分 子 。 在 真 核 生 物 细胞 内 ， 转 录 的 过 程 复杂 得 多 ， 其 中 存在 三 种 RNA 聚合 酶 ， 分 别 命名 为 
RNA RAMI. 、 开 、 焉 ， 在 进化 上 它们 彼此 之 间 以 及 与 细菌 聚合 酶 之 间 都 相关 。 

真 核 mRNA 由 RNA 聚合 酶 开 合 成 。 这 种 酶 需要 许多 其 他 称 为 通用 转录 因子 的 蛋白 质 ， 
来 起 始 在 纯化 的 DNA 模板 上 的 转录 ， 还 需要 更 多 的 蛋白 质 〈 包 括 染色 质 重 建 复合 体 和 组 蛋 
白 乙酰 基 转移 酶 ) 来 起 始 细胞 内 染色 质 模 板 上 的 转录 。 在 转录 延伸 阶段 ， 新 生 的 RNA 经 过 
三 种 类 型 加 工 : 5 端 增加 一 个 特殊 的 核 蔡 酸 CHEE), ARNA 分 子 内 部 除去 内 含 子 序 列 OT 
接 )， 以 及 RNA 3 ' 端 的 生成 (切割 和 多 聚 腺 苷 化 ) 。 这 些 修饰 初期 RNA 转录 物 的 RNA 加 工 
过 程 ， 有 些 〈 如 涉及 RNA 剪接 的 过 程 ) 主要 由 特殊 的 小 RNA 分 子 进行 。 

对 于 某 些 基因 ，RNA 是 最 终 的 产物 。 在 真 核 生 物 中 ， 这 些 基因 常常 由 RNA 聚合 酶 工 或 
RNA 聚合 酶 四 进行 转录 。RNA 聚合 酶 工 合成 核糖 体 RNA。 这 些 核糖 体 RNA 作为 一 个 巨大 
的 前 体 合成 出 来 之 后 在 核 仁 〈 一 个 与 众 不 同 的 亚 细 胞 核 结构 ， 也 帮助 加 工 细胞 内 一 些 较 小 的 
RNA- 蛋 白质 复合 物 ) 内 进行 化 学 修饰 、 切 割 并 装配 成 核糖 体 。 其 他 的 亚 细 胞 结构 〔 包 括 Ca- 
jal kpk EMAER) 是 参与 RNA 加 工 的 成 分 进行 装配 、 储 存 和 回收 的 场所 。 


从 RNA 到 蛋白 质 


在 前 面 的 部 分 我 们 已 看 到 ， 有 些 基因 的 终 产物 本 身 是 RNA 分 子 。 例 如 ，snRNP 和 核糖 
体 中 存在 的 RNA， 然 而 细胞 内 大 多 数 基因 的 成 熟 MRNA 分 子 作为 合成 蛋白 质 途 径 的 中 间 物 。 
本 部 分 我 们 考查 细胞 是 怎样 将 携带 在 MRNA 分 子 中 的 信号 转变 成 蛋白 质 分 子 的 。20 世纪 50 
年 代 晚 期 ， 翻 译 这 个 技术 最 先 吸引 了 生物 学 家 的 注意 ， 当 时 把 它 作为 “编码 难题 ”提出 来 : 
RNA 线性 核 苷 酸 序 列 上 的 信息 是 怎样 翻译 到 蛋白 质 中 在 化 学 上 完全 不 同 的 亚 单位 一 一 氨基 酸 
的 线性 序列 中 去 的 ? 那 时 这 个 吸引 人 的 问题 在 科学 家 当中 激 起 了 强烈 的 反响 。 这 里 存在 一 个 
由 自然 创立 的 密码 ， 在 进化 超过 10 亿 年 后 ， 最 终 还 能 由 进化 的 产物 之 一 一 一 人 类 将 其 破解 。 
实际 上 ， 不 仅 密码 被 一 步 一 步 破译 ， 而 且 细胞 阅读 这 个 密码 的 复杂 装置 一 一 核糖 体 ， 也 最 终 
在 2000 年 从 原子 细节 上 得 到 了 揭示 。 


mRNA 序列 编码 在 一 套 核 圭 酸 三 联 体 中 


一 旦 经 转录 和 加 工 合成 出 mRNA 之 后 ， 其 核 苷 酸 序列 中 的 信息 就 用 于 合成 蛋白 质 。 转 录 
换 的 一 种 方式 容易 理解 : 因为 DNA 和 RNA 在 化 学 结构 上 相似 ， 所 以 DNA 可 以 
直接 作为 模板 ， 通 过 互补 碱 基 配对 合成 RNA。 正 如 转录 这 个 词 所 代表 的 意思 那样 ， 就 好 像 将 
手写 的 信息 转变 为 打印 的 文本 。 语 言 本 身 和 信息 的 修饰 并 没有 改变 ， 所 使 用 的 符号 也 紧密 
相关 。 

相 比 之 下 ,将 RNA 中 的 信息 转变 成 蛋白 质 就 代表 信息 翻译 成 另 一 种 语言 ， 所 使 用 的 符 
号 完全 不 同 。 而 且 ， 由 于 mRNA 中 只 有 4 种 不 同 的 核 苷 酸 ， 和 蛋白 质 中 也 只 有 20 种 不 同 的 氨 
基 酸 ， 这 种 翻译 不 可 能 通过 RNA 中 单 核 背 酸 和 蛋白 质 中 单个 氨基 酸 之 间 直 接 的 一 对 一 的 对 
应 关系 来 进行 解释 。 基 因 中 的 核 苷 酸 序 列 ， 经 过 mRNA 介 导 ， 按 规则 翻译 成 蛋白 质 中 的 氨基 
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酸 序 列 ， 这 个 规则 称 为 遗传 密码 ， 它 在 20 世纪 60 年 代 早期 被 破译 。 

mRNA 分 子 中 的 核 苷 酸 序列 以 3 个 一 组 连续 进行 阅读 。RNA 是 4 种 不 同 核 背 酸 组 成 的 
线性 多 聚 体 ， 所 以 三 核 苷 酸 就 可 能 存在 4X4X4 一 64 种 组 合 : 三 联 体 AAA、AUA 和 AUG 
等 。 但 是 ， 蛋 白质 中 发 现 的 氨基 酸 通常 只 有 20 种 。 要 么 有 些 核 背 酸 三 联 体 从 未 得 到 利用 ， 要 
么 就 是 密码 元 余 ， 有 些 氨 基 酸 由 多 个 三 联 体 指令 。 事 实 上 第 二 种 可 能 性 是 正确 的 ， 如 图 6-50 
中 完全 解密 的 遗传 密码 所 示 。RNA 中 每 一 组 连续 的 三 核 背 酸 称 为 一 个 密码 子 ， 每 个 密码 子 或 
者 规定 一 个 氨基 酸 或 者 指令 翻译 过 程 终止 。 


UUA AGC 
UUG AGU 
GGA CUA CCA UCA ACA GUA 
GGC AUA CUC ICC ACC GUC UAA 


GAC AAC UGC GAA CAA GGG CAC AUC CUG AAA ICG ACG UAC GUG UAC 
GCU CGU GAU AAU UGU GAG CAG GGU CAU AUU CUU AAG AUG UUU CCU UCU ACU UGG UAU GUU UGA 


Ala Arg Asp Asn Cys Glu Gin Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val 终止 
PE TR EE WT 


图 6-50 遗传 密码 
每 个 氨基 酸 的 标准 单字 母 缩写 位 于 其 三 字母 缩写 下 方 〈 见 专题 3-1 中 的 每 个 氨基 酸 全 称 及 其 结构 )。 根 据 传统 ， 书 写 密 
码 子 时 ， 常 常 从 5 端 核 背 酸 向 左 进行 。 注意， 大 多 数 氨基 酸 都 由 不 止 一 个 密码 子 代表 ， 并 且 在 指令 每 个 氨基 酸 的 一 套 密 
码 子 中 有 一 些 规律 性 。 同 一 氨基 酸 的 密码 子 倾向 于 在 第 一 和 第 二 个 位 置 含有 相同 的 核 苷 酸 ， 而 在 第 3 个 位 置 上 不 同 。 有 
3 个 密码 子 不 编码 任何 氨基 酸 ， 而 是 作为 终止 位 点 ， 代 表 蛋 白质 编码 序列 的 结束 ， 有 一 个 密码 子 一 -AUG， 了 既是 
起 始 密码 子 ， 代 表 蛋 白质 编码 信息 的 开始 ， 又 是 指令 甲 硫 氨 酸 的 密码 子 


这 种 遗传 密码 在 所 有 现今 生物 中 得 到 普遍 应 用 。 
尽管 也 在 密码 子 中 发 现 有 少量 微小 的 差异 ， 它 们 主要 


y 


t CUC AGC ,GUU ACC áu 
存在 于 线粒体 DNA 中 。 线 粒 体 拥有 它们 自己 的 转录 —Leu— Set —Val — The — 
和 和 蛋白质 合成 系统 ， 独 立 于 细胞 其 余 的 系统 运行 ， 可 
以 理解 它们 的 小 基因 组 能 够 容纳 密码 的 较 小 改变 Gf 
eR UR), 2 Sy eS Sal ae Sel il 
从 理论 上 讲 ， 根 据 解码 过 程 开 始 位 置 的 不 同 ， 一 OO 


段 RNA 序列 可 以 以 三 种 不 同 的 可 读 框 中 的 任意 一 种 
进行 翻译 (图 6-51)。 但 是 mRNA 这 三 种 可 能 的 可 读 。 Sly SAS a Su SA 
框 只 有 一 种 编码 了 所 需要 的 蛋白 质 ， 后 面 我 们 可 看 到 一 om 一 Am 一 sr 一 tk 一 
在 蛋白 质 合成 开始 时 ， 位 于 每 个 RNA 信息 起 始 处 的 
ae pa 人 图 6-51 蛋白 质 合成 中 三 种 可 能 的 可 读 框 
特殊 标点 信号 是 怎样 设 定 正 确 可 读 框 的 。 i ne AER EON 
£ J b sil 列 (绿色 ) 的 过 程 中 ，mRNA SPP Hh OY BE 
tRNA 分 子 将 氨基 酸 和 mRNA H 的 密码 酸 序 列 以 连续 的 三 核 华 酸 从 5 端 向 3' 端 阅读 。 
子 匹配 因此 从 理论 上 讲 ， 根 据 可 读 框 的 不 同 ， 间 一 的 
mRNA 分 子 中 的 密码 并 不 直接 识别 它们 指令 的 氨 KAAMEA FIEND 
基 酸 ， 三 联 体 核 音 酸 。 例 如 ， 密 码 子 不 会 直接 与 氨基 NA 下 全 和 内 有 Ba 
酸 结合 ， 相 反 ，mRNA 翻译 成 蛋白 质 时 ， 有 赖 于 街 接 
物 分 子 ， 它 们 识别 并 结合 到 密码 子 上 ， 而 且 在 其 表面 的 另 一 位 点 结合 氨基 酸 。 这 些 衔接 物 由 
一 系列 小 RNA 分 子 组 成 ， 称 为 转移 RNA (tRNA) ， 每 个 长 约 80 HET. 
本 章 前 面 我 们 看 到 RNA TERERAA LSE BY = ABH, RNA 分 子 就 提供 一 个 
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显著 的 例子 。 折 又 tRNA 的 4 个 短片 段 都 是 双 螺 旋 ， 产 生 的 分 子 如 果 画 出 轮廓 ， 就 像 一 片 三 
叶 草 [图 6-52(A)]。 例 如 ， 一 段 多 取 核 背 酸 链 中 的 5 -GCUC-3' 序 列 可 以 与 同一 分 子 另 一 区 域 
的 5GAGC-3' 结 合 起 来 。 三 叶 草 形 结构 进一步 折 芭 就 形成 一 个 紧密 的 形 结构 ， 它 通过 分 子 
不 同 区 域 之 间 形 成 的 额外 氧 键 维系 在 一 起 [图 6-52(B),(C)] 。 


(A) 


(B) © 


反 密 码 子 三 叶 草 叶 


(D) 
5' GCGGAUUUAGC UC AGA GCGCCAGAGUGRAYACUGGAGGUCCUGUGTYCGAUCCACAGAAUUCGCA RR 3 
REIT 
m 6-52 tRNA 分 子 
在 这 几 幅 图 中 ， 以 不 同 的 方式 描绘 了 同一 tRNA AF. ARON RRB (Phe) 特异 的 IRNA。(A) 三 叶 草 结构 ， 常 
常用 于 显示 产生 分 子 内 双 螺旋 区 域 的 互补 碱 基 配 对 〈 红 线 )。 反 密码 子 是 与 mRNA 中 的 密码 子 碱 基 配 对 的 三 核 苷 酸 序 
列 ， 与 密码 子 / 反 密码 子 配对 匹配 的 氨基 酸 附 者 到 tRNA 的 3°88. URNA 含有 一 些 异 常 的 碱 基 ， 它 们 在 tRNA 合成 以 后 
经 过 化 学 修饰 而 来 ， 例 如 ， 中 表示 的 碱 基 〈 指 假 尿 喀 啶 ， 如 图 6-43 所 示 ) 和 D 表示 的 碱 基 〈 二 氧 屎 喀 啶 ， 如 图 6-55 所 
示 ) 都 来 源 于 尿 喀 哇 。(B) 和 (O 基于 X 射线 晶体 衍射 分 析 得 到 的 实际 存在 的 上 形 分 子 图 形 。 虽 然 只 描述 了 特定 的 一 
个 tRNA 分 子 — RRAK tRNA， 但 所 有 其 他 tRNA 具有 非常 类 似 的 结构 。(D) 分 子 的 线性 核 华 酸 序 列 。 用 彩色 标 
TWRS (A)、(B) 和 O 中 的 标记 相对 应 


位 于 上 形 分 子 2 个 末端 的 区 域 中 ， 未 配对 核 芽 酸 对 于 tRNA 在 蛋白 质 合成 中 发 挥 作用 很 
关键 。 其 中 一 个 区 域 形成 反 密码 子 ， 即 与 mRNA 分 子 中 互补 密码 子 配对 的 一 组 三 联 体 核 背 
M: 另 一 个 是 位 于 tRNA 分 子 3 端的 一 段 短 单 链 区 域 ， 这 就 是 与 密码 子 匹配 的 氨基 酸 结 合 到 
tRNA 上 的 地 方 。 

在 前 面 的 部 分 中 ,我 们 已 经 看 到 遗传 密码 是 元 余 的 ， 也 就 是 说 几 个 不 同 的 密码 子 可 以 指 
令 同 一 个 氨基 酸 (图 6-50)。 这 种 宛 余 意味 着 对 应 每 个 氨基 酸 有 不 止 一 个 tRNA, 或 者 有 些 
tRNA 分 子 能 与 多 个 密码 子 配 对 。 实 际 上 ， 这 两 种 情况 都 存在 。 有 些 氨基 酸 拥 有 不 止 一 个 
tRNA, MAH tRNA 结构 要 求 在 密码 子 前 两 个 位 置 上 碱 基 配 对 必须 精确 ， 第 三 个 位 置 上 则 
可 以 允许 发 生 错 配 (或 者 摇摆 ) (图 6-53)。 这 种 摇摆 碱 基 配对 解释 了 为 什么 同一 氨基 酸 的 这 
么 多 可 选择 密码 子 只 在 第 三 个 核 苷 酸 上 存在 差别 (E 6-50) 。 在 细菌 中 ， 摇 摆 碱 基 配 对 使 得 仅 
用 31 种 tRNA 分 子 就 能 将 20 种 氨基 酸 与 它们 的 61 个 密码 子 匹配 起 来 。 可 是 不 同 物种 之 间 ， 
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不 同类 型 的 tRNA 确切 数目 不 同 。 例 如 ， 人 类 有 497 个 URNA 基因 ， 但 它们 中 间 只 代表 了 48 
种 不 同 的 反 密码 子 。 


转移 核糖 核酸 
af $s" 
80 
5 at 
mRNA 
细菌 真 核 生物 
U A,G,orl U “Gyorl 
c Gorl c Gorl 
A Uorl A U 
6 Coru G c 


图 6-53 密码 子 与 反 密码 子 之 间 的 摇摆 碱 基 配 对 
如 果 第 一 排 所 列 的 核 苷 酸 位 于 密码 子 第 3 位 或 扬 扔 位置， 那么 它 就 能 与 第 二 排 所 列 核 篆 酸 中 任何 一 个 配对 。 因 而 ， 比 如 
说 ， 当 tRNA 反 密 码 子 的 摇摆 位 置 存在 次 黄 味 吟 (D 时 ， 那 么 这 个 tRNA 就 能 识别 细菌 的 3 个 不 同 密码 子 中 的 任何 一 
个 ,或 者 真 核 生物 的 2 个 密码 子 中 的 任何 一 个 。tRNA 中 的 次 黄 叶 叭 通过 鸟 味 叭 脱 氨基 形成 〈 图 6-55)， 这 种 化 学 修饰 
在 tRNA 合成 以 后 进行 。 非 标准 碱 基 配 对 ， 包 括 与 次 黄 嗓 叭 形成 的 配对 ， 通 常 较 常 规 碱 基 配 对 要 弱 一 些 ， 注 意 密码 子 - 反 
密码 子 碱 基 配对 在 密码 子 第 ! 位 和 第 2 位 更 严 谦 一些 : 这 里 只 允许 存在 常规 的 碱 基 对 。 细 菌 和 真 核 生 物 的 揭 摆 碱 基 配 对 
相互 作用 之 间 的 差别 ， 可 能 是 因为 它们 核糖 体 结构 的 细微 差别 ， 这 些 核糖 体 是 合成 蛋白 质 的 分 子 装置 (摘自 C. Guthrie 
and J, Abelson, in the Molecular Biology of the Yeast Saccharomyces; Metabolism and Gene Expression, pp. 47~528, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1982) 


tRNA 从 细胞 核 输出 前 受到 共 价 修饰 


我 们 已 经 看 到 ， 大 多 数 真 核 生物 RNA 被 允许 从 细胞 核 输出 之 前 都 发 生 了 共 价 改变 ，tR- 
NA 也 不 例外 。 真 核 tRNA 由 RNA 聚合 酶 由 合成 。 无 论 细菌 还 是 真 核 生 物 的 tRNA 通常 都 
以 巨大 的 前 体 tRNA 合成 出 来 ， 然 后 将 它们 截 短 ， 产 生成 熟 的 tRNA。 此 外 ， 有 些 tRNA 前 
体 (来 自 于 细菌 和 真 核 生物 ) 含有 必须 剪接 掉 的 内 含 子 。 这 个 剪接 反应 在 化 学 上 与 前 体 mR- 
NA 的 剪接 反应 不 同 ，tRNA 剪接 通过 一 种 由 蛋白 质 催化 的 剪 切 -粘贴 机 制 进行 ， 而 不 会 产生 
套 索 中 间 产 物 〈 图 6-54) 。 截 短 和 剪接 过 程 都 要 求 前 体 tRNA 正确 地 折 释 成 三 叶 草 构 型 。 因 
为 错误 折 全 的 tRNA 前 体 不 能 进行 正确 的 加 工 ， 所 以 认为 截 短 和 剪接 反应 是 合成 tRNA 过 程 
中 的 一 个 质量 控制 步骤。 

所 有 的 tRNA 也 发 生 各 种 化 学 修饰 ， 每 个 成 熟 tRNA 分 子 10 个 核 背 酸 中 就 约 有 一 个 是 由 
标准 的 G、U、C 或 A 核糖 核 苷 酸 改变 而 来 。tRNA 存在 超过 50 种 不 同 的 修饰 ， 图 6-55 显示 
了 其 中 一 些 。 有 些 经 过 修饰 的 核 苷 酸 〈 最 著名 的 是 次 黄 味 叭 核 苷 ， 由 鸟 味 叭 脱 氨基 后 而 来 ) 
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图 6-54 ”停留 在 前 体 tRNA 上 的 tRNA 剪接 内 切 核 酸 酶 的 结构 
内 切 核酸 酶 〈 一 种 四 亚 基 酶 ) 去 除 tRNA 内 含 子 〈 蓝 色 )， 然 后 另 一 种 酶 ， 一 种 多 功能 tRNA 连接 酶 (未 显 
示 )， 将 两 段 tRNA 连接 起 来 经 Hong Li, Chistopher Trotta 和 John Abelson 允许 后 使 用 ) 


影响 反 密码 子 的 构 型 和 碱 基 配 对 ， 因 而 促进 了 tRNA 分 子 识别 合适 的 mRNA 密码 子 (图 6 
)。 其 他 一 些 修饰 核 苷 酸 则 影响 tRNA 与 正确 氨基 酸 结合 的 精确 性 。 
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图 6-55 tRNA 分 子 中 发 现 的 一 些 异常 核 痛 酸 
JX HE BAF AR TE SPEAR PB) RNA 链 以 后 经 共 价 修饰 产生 。 大 多 数 tRNA 分 子 中 大 约 10% 的 核 
背 酸 都 发 生 修饰 《图 6-52) 


特异 的 酶 将 每 个 氨基 酸 与 它 合适 的 tRNA 分 子 偶 联 起 来 


我 们 已 经 看 到 ， 为 了 阅读 DNA 中 的 遗传 密码 ， 细 胞 生成 了 一 系列 不 同 的 tRNA。 现 在 我 
们 考查 每 个 tRNA 分 子 是 怎样 与 20 种 氨基 酸 中 合适 的 伴侣 偶 联 起 来 的 。 识 别 和 结合 正确 的 氨 
基 酸 依赖 于 氨 酰 -tRNA 合成 酶 ， 它 将 每 个 氨基 酸 与 其 适当 的 一 组 tRNA 分 子 连接 起 来 (图 6- 
56 和 图 6-57)。 对 于 大 多 数 细胞 而 言 ， 相 应 于 每 一 种 氨基 酸 存在 一 个 不 同 的 合成 酶 (也 就 是 
说 ， 总 共有 20 种 合成 酶 ); 一 种 合成 酶 将 甘氨酸 结合 到 识别 甘氨酸 密码 子 的 所 有 tRNA E, 
另 一 种 则 将 丙 氨 酸 结合 到 识别 丙 氨 酸 密码 子 的 所 有 tRNA 上 ， 依 此 类 推 。 然 而 许多 细菌 含有 
的 合成 酶 不 到 20 种 ， 相 同 的 合成 酶 负责 将 不 只 一 种 氨基 酸 连 接 到 合适 的 tRNA 上 。 在 这 些 情 
况 下 ， 一 个 合成 酶 将 相同 氨基 酸 放置 到 两 个 不 同 的 tRNA 上 ， 只 有 其 中 一 个 拥有 与 这 个 氨基 
酸 匹配 的 反 密码 子 ， 然 后 另 一 种 酶 对 每 个 “错误 ”结合 的 氨基 酸 进行 化 学 修饰 ， 这 样 就 能 与 
共 价 相连 的 tRNA 上 的 反 密 码 子 匹配 起 来 。 
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图 6-56 氨基 酸 活化 
图 中 显示 了 两 步 反 应 过 程 ， 在 此 反应 中 氨基 酸 〈 其 侧 链 用 R 表示 ) 由 氨 酰 -URNA 合成 酶 活化 后 用 于 
蛋白 质 合成 。 如 图 所 示 ，ATP 水 解释 放 的 能 量 用 于 将 每 个 氨基 酸 以 高 能 键 连接 到 它 的 tRNA 分 子 
E. 首先， 氨基 酸 通 过 其 次 基 直 接 与 另 一 半 的 AMP 相连 ， 形 成 腺 华 氨 基 酸 而 活化 ;与 AMP 相连 通 
常 是 一 个 能 最 上 不 利 的 反应 ， 因 而 由 贡献 AMP 的 ATP 分 子 水 解 推动 ，AMP 连接 的 氨基 酸 的 疫 基 
然后 转移 到 tRNA 分 子 3 ' 端 核糖 的 羟基 上 ， 而 不 必 离开 合成 酶 。 这 个 转移 过 程 用 活化 的 酯 键 将 氨基 
酸 和 tRNA 连接 起 来 ， 并 形成 最 后 的 氨 酰 -tRNA 分 子 。 图 中 未 显示 合成 酶 


合成 酶 催化 将 氨基 酸 连 接 到 tRNA 3 端的 反应 是 细胞 内 许多 偶 联 ATP 水 解放 能 的 反应 之 
一 ， 该 反应 在 tRNA 和 和 氨基 酸 之 间 形 成 一 个 高 能 键 。 这 个 键 的 能 量 用 于 蛋白 质 合成 后 期 将 氨 
基 酸 共 价 连接 到 生长 的 多 肽 链 上 。。 

虽然 tRNA 分 子 在 将 核 背 酸 序列 转变 成 氨基 酸 序列 过 程 中 充当 最 后 的 转换 器 ,但 是 在 解 
码 过 程 中 ， 氨 酰 -tRNA 合成 酶 也 是 同样 重要 的 转换 器 (图 6-58)。 这 个 事实 通过 一 个 精巧 设 
计 的 实验 得 到 证 明 ， 该 实验 中 ， 一 个 氨基 酸 CERAM) 已 经 结合 到 特异 的 tRNA 上 以 后 ， 
通过 化 学 方法 转变 成 另 一 个 氨基 酸 〈 丙 氨 酸 )， 当 这 种 “杂交 ” 氨 酰 -tRNA 分 子 用 于 无 细胞 
系统 中 的 蛋白 质 合 成 时 ， 在 蛋白 质 链 中 每 一 个 会 利用 该 tRNA 的 地 方 都 会 插入 这 个 错误 的 氨 
基 酸 。 虽 然 细 胞 拥有 几 种 质量 控制 机 制 来 避免 这 种 错误 ， 但 这 个 实验 清楚 地 表明 ， 遗 传 密码 
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图 6-57 氨 酰 -tRNA 连接 的 结构 
氨基 酸 的 羧基 端 与 核糖 形成 酯 键 。 由 于 该 酯 键 的 水 解 伴随 大 基 有 利 的 自由 能 变化 ， 所 以 通过 这 种 方式 维 
持 的 氨基 酸 称 为 被 活化 。(A) 结构 简 图 。 氨 基 酸 连接 到 tRNA 3 端 核 背 酸 上 〈 图 6-52)。(B) 对 应 CAD 
中 方 框 区 的 实际 结构 。 存 在 两 类 主要 的 合成 酶 ， 一 类 将 氨基 酸 直 接连 接 到 核糖 的 3 一 OH 上 ， 另 一 类 首 
先 将 它 连接 到 2' 一 OH E. 在 后 一 种 情况 下 ， 随 后 发 生 转移 反应 将 氨基 酸 转移 到 3 位 置 。 如 图 6-56 所 
示 ，”*R 基 团 ”代表 氨基 酸 的 侧 链 


巾 两 套 连续 发 挥 作 用 的 转换 器 进行 翻译 。 这 两 个 转换 器 中 每 个 都 使 一 个 分 子 表面 与 另 一 个 分 
子 高 度 特异 地 结合 ， 也 正 是 由 于 它们 的 联合 作用 才 将 mRNA 分 子 中 每 三 个 核 苷 酸 序列 ， 即 每 
个 密码 子 ， 与 其 专门 的 氨基 酸 结合 起 来 。 
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结果 : 密码 子 选 择 氨基 酸 


图 6-58 通过 两 个 适配器 先后 作用 的 方式 翻译 遗传 密码 
第 一 个 适配器 是 氨 酰 -tRNA 合成 酶 ， 它 将 特定 的 氨基 酸 与 其 对 应 的 tRNA 连接 起 来 第 二 个 适配器 是 tRNA 分 子 自身 ， 
其 反 密码 子 与 mRNA 上 合适 的 密码 子 形成 碱 基 配 对 。 这 两 个 步骤 任意 一 步 出 现 错误 都 导致 将 错误 的 氨基 酸 整 合 到 蛋白 
质 链 中 。 在 图 中 所 示 的 一 系列 事件 中 ， 由 mRNA 上 UGG 密码 子 选 择 出 色 氨 酸 


RNA 合成 酶 进行 的 编辑 确保 了 精确 性 
许多 机 制 共同 作用 确保 了 tRNA 合成 酶 将 正确 的 氨基 酸 同 每 个 tRNA 连接 起 来 。 合 成 栈 


必须 首先 筛选 出 正确 的 氨基 酸 ， 大 多 数 都 靠 一 种 包括 两 个 步骤 的 机 制 完成 。 首 先 ， 正 确 的 氨 
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基 酸 由 于 具有 与 其 合成 酶 的 活性 位 点 口袋 最 高 的 亲和力 ， 因 此 会 优先 于 其 他 19 种 氨基 酸 结 合 
到 活性 位 点 。 特 别 是 ， 会 有 效 地 排斥 出 比 正确 氨基 酸 更 大 的 氨基 酸 。 然 而 ， 如 果 只 是 通过 一 
步 识 别 的 机 制 ， 就 很 难 精确 地 区 分 出 两 个 近似 的 氨基 酸 ， 如 亮 氢 酸 和 统 氨 酸 (它们 只 有 一 个 
甲 基 的 差别 )。 在 氨基 酸 共 价 连接 到 AMP 之 后 便 进行 第 二 步 识 别 (图 6-56)。tRNA 结合 上 
合成 酶 时 ， 迫 使 氨基 酸 进入 合成 酶 上 的 另 一 个 口袋 ， 它 的 精确 大 小 正好 将 正确 氨基 酸 排斥 出 
去 ， 却 允许 密切 相关 的 氨基 酸 进 入 。 一 旦 有 一 个 氨基 酸 进入 这 个 编辑 口袋 ， 它 就 从 AMP 上 
水 解 〈 或 者 如 果 氨 酰 -tRNA 键 已 经 形成 的 话 就 从 tRNA 自身 上 水 解 ) 并 从 酶 上 释放 下 来 。 这 
个 水 解 编辑 与 DNA 聚合 酶 进行 的 编辑 类 似 〈 图 6-59)， 它 使 RNA (负载 ) 的 整体 精确 性 提 
高 到 将 近 每 40 000 次 偶 联 只 发 生 一 次 错误 。 


图 6-59 水 解 编辑 
(A) tRNA 合成 酶 通过 水 解 编辑 错误 附着 的 氨基 酸 来 去 除 它们 自身 的 偶 联 错误 。 如 文中 所 述 ， 编 辑 
位 点 拒绝 正确 的 氨基 酸 。(B) DNA 聚合 酶 的 校 错过 程 显示 出 一 些 相似 性 ;然而 ， 由 于 去 除 过 程 强烈 
依赖 于 与 模板 的 错 配 ， 所 以 它 义 有 很 大 不 同 


tRNA 合成 酶 也 必须 识别 正确 的 一 组 IRNA， 合 成 酶 与 tRNA 之 间 广 泛 的 结构 和 化 学 互 
补 性 使 酶 能 感受 到 不 同 特征 的 tRNA (图 6-60)。 大 部 分 tRNA 合成 酶 直接 识别 匹配 的 tRNA 
反 密 码 子 。 这 些 合成 酶 含有 3 个 相 邻 的 核 苷 酸 结合 口袋 ， 其 中 每 个 的 形状 和 电荷 与 反 密 码 子 
的 互补 。 对 于 其 他 的 合成 酶 ， 受 体 的 主干 核 苷 酸 序列 才 是 决定 识别 的 关键 因素 。 然 而 ， 在 大 
多 数 情况 下 ，tRNA 上 许多 位 置 的 核 苷 酸 都 由 合成 酶 进行 “阅读 ”。 
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图 6-60 Ri tRNA 合成 酶 对 tRNA 分 子 的 识别 
对 于 该 tRNA ARM RNAS) 而 言 ， 反 密码 子 〈 底 部 ) 和 氨基 酸 接受 臂 中 的 特异 核 苷 酸 使 正确 的 tRNA 
能 够 被 合成 酶 识别 〈 蓝 色 ) (经 Tom Steitz 允许 后 使 用 ) 


氨基 酸 加 入 到 生长 多 肽 链 的 C 端 

我 们 已 经 看 到 ， 氨 基 酸 首先 偶 联 到 tRNA 分 子 上 ， 现 在 我 们 再 看 看 将 这 些 氨 基 酸 连接 起 
来 形成 蛋白 质 的 机 制 。 蛋 白质 合成 的 基本 反应 就 是 在 生长 多 肽 链 末 端的 痰 基 和 即将 进入 的 氨 
基 酸 自由 氨基 之 间 形 成 一 个 肽 键 。 因 此 ， 蛋 白质 是 从 N 端 逐步 合成 的 。 在 整个 过 程 中 ， 多 肽 
链 的 羧基 末端 通过 与 tRNA 分 子 〈 氨 酰 URNA) 的 共 价 结 合 ， 持 续 激 活 。 这 种 高 能 共 
价 FE 每 次 加 成 时 都 受到 破坏 ， 但 是 立即 由 最 新 加 入 的 氨基 酸 上 相同 的 共 价 连接 取代 (图 
6-61)。 通 过 这 种 方式 ， 每 个 加 入 的 氨基 酸 携带 了 用 于 下 一 个 氨基 酸 加 成 的 活化 能 ， 而 不 是 用 
于 它 自身 加 成 的 能 量 ， 图 2-68 列举 了 “ 头 部 生长 ”类 型 多 聚 化 的 一 个 例子 。 
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图 6-61 和 氨基酸 整 合 进入 蛋白 质 
多 肽 链 通 过 逐步 加 入 氨基 酸 向 其 C 端 生长 。 每 个 肽 键 的 形成 在 能 量 上 是 有 利 的 ， 因 为 :RNA 分 子 的 共 价 相连 已 将 生长 的 
C 端 活化 。 每 次 加 成 时 ， 都 重新 生成 活化 生长 未 端的 肽 酰 -IRNA 连接 。 氨 基 酸 侧 链 缩写 成 Rl R, RAR; 作为 参考 
位 点 ， 肽 链 中 第 二 个 氨基 酸 所 有 原子 都 用 灰色 阴影 表示 。 该 图 显示 了 第 4 个 氨基 酸 加 入 到 生长 链 中 的 过 程 


+ 380+ 


RNA 信息 在 核糖 体 上 解 译 


我 们 已 经 看 到 ， 蛋 白质 合成 由 mRNA 分 子 中 携带 的 信息 指导 ， 为 了 维持 正确 的 可 读 框 以 
及 确保 精确 度 〈 大 约 每 10 000 个 氨基 酸 发 生 一 次 错误 )， 蛋 白质 的 合成 在 核糖 体 中 进行 。 核 
糖 体 是 由 至 少 50 种 不 同 蛋白 质 〈 核 糖 体 蛋 白 ) 和 多 种 RNA 分 子 、 核 糖 体 RNA (rRNA) 组 
建 起 来 的 一 种 复杂 的 催化 装置 。 一 个 典型 的 真 核 细胞 在 它 的 细胞 质 内 含有 数 百 万 个 核糖 体 
(Al 6-62) 。 我 们 已 经 看 到 ， 真 核 生物 核糖 体 亚 基 在 细胞 核 内 组 装 ， 是 将 新 转录 的 且 经 过 修饰 
的 RNA 与 细胞 质 内 合成 后 输入 细胞 核 的 核糖 体 蛋白 结合 起 来 。 然 后 两 个 核糖 体 亚 基 输 出 到 
细胞 质 中 ， 在 那里 行使 蛋白 质 合成 的 功能 。 


图 6-62 位 于 真 核 细 胞 质 中 的 核糖 体 
该 电镜 显 微 照 片 显示 了 小 块 细胞 质 区 域 的 截面 图 。 黑 点 表示 核 畏 体 〈 红 色 稍 头 )。 它 们 有 些 
在 细胞 质 内 游离 存在 ， 其 他 的 附着 到 内 质 网 上 《经 Daniel S. Friend 允许 后 使 用 ) 


真 核 生 物 与 原核 生物 的 核糖 体 在 结构 和 功能 上 都 非常 相似 。 二 者 都 由 一 大 一 小 两 个 亚 基 
组 成 ， 它 们 装配 在 一 起 形成 一 个 质量 达 几 百 万 首尔 顿 的 完整 核糖 体 图 6-63) 。 小 亚 基 为 tR- 
NA 提供 一 个 与 mRNA 密码 子 精确 匹配 的 框架 (图 6-58); 而 大 亚 基 催化 肽 键 的 形成 ， 将 氨 
基 酸 连接 起 来 形成 一 条 多 肽 链 (图 6-61) 。 核 糖 体 的 这 两 个 亚 基 在 没有 活跃 地 合成 蛋白 质 时 发 
生 解 离 。 它 们 常常 在 mRNA 分 子 5 端 附近 组 装 起 来 ， 起 始 一 个 蛋白 质 的 合成 。 然 后 mRNA 
被 牵引 通过 核糖 体 ， 当 mRNA 的 密码 子 遇 到 核糖 体 活性 位 点 时 ， 就 利用 tRNA 作为 转换 器 ， 
将 每 个 氨基 酸 按 正确 的 顺序 加 到 生长 多 肽 链 未 端 ， 从 而 将 MRNA 序列 翻译 成 氨基 酸 序列 。 当 
遇 到 终止 密码 子 时 ， 核 糖 体 就 释放 已 完成 的 蛋白 质 ， 它 的 两 个 亚 基 再 次 解 离 ， 然 后 这 些 亚 基 
可 以 用 于 在 另 一 条 mRNA 分 子 上 起 始 另 一 个 蛋白 质 的 合成 。 

核糖 体 工作 效率 非常 高 : 每 秒 钟 真 核 细 胞 每 个 核糖 体 可 加 入 大 约 2 个 氨基 酸 到 多 肽 链 上 ， 
细菌 细胞 的 核糖 体 甚至 运行 得 更 快 ， 速 率 大 约 是 每 秒 20 个 氨基 酸 。 核 糖 体 是 怎样 设计 有 效 翻 
译 所 需 的 多 种 协同 运动 的 呢 ? 每 个 核糖 体 含有 4 个 结合 RNA 的 位 点 : 一 个 用 于 mRNA 结 
合 ， 其 他 3 个 用 于 RA A 位 点 、P 位 点 和 下 位 点 ) tRNA 结合 (图 6-64) 。tRNA 分 子 只 有 
当 它 的 反 密 码 子 与 核糖 体 上 结合 的 mRNA 分 子 的 互补 密码 子 形成 碱 基 配对 时 ， 才 能 御 牢 地 维 
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图 6-63 原核 生物 与 真 核 生物 的 核糖 体 结构 比较 
核糖 体 组 分 一 般 根 据 它们 的 “S 值 ”命名 ，S 值 是 指 在 超速 离心 时 的 沉降 速率 。 尽 管 它们 的 rRNA 和 蛋白 质 成 分 的 数量 
与 大 小 不 同 ， 但 原核 生物 和 真 核 生 物 核 精 体 具有 几乎 相同 的 结构 ， 发 挥 着 相似 的 功能 。 虽 然 真 核 生 物 核糖 体 的 18S 
rRNA 和 28S rRNA 含有 许多 在 细菌 核糖 体 中 不 存在 的 其 他 核 背 酸 ， 但 这 些 核 华 酸 是 作为 多 种 插 人 而 存在 的 ， 它 们 形 
成 额外 的 区 域 ， 并 使 每 个 rRNA 基本 结构 大 部 分 保持 不 变 


系 在 A 和 了 位 点 。 这 两 个 位 点 距离 足够 近 ， 以 便 迫 使 它们 的 2 个 tRNA 分 子 能 与 mRNA 分 
子 上 的 相 邻 密码 子 形成 碱 基 配 对 。 核 糖 体 的 这 个 特征 维持 了 mRNA 上 正确 的 可 读 框 。 

一 旦 已 经 起 始 了 蛋白 质 合 成 ， 通 过 含有 3 个 主要 步 又 的 循环 反应 ， 每 个 新 氨基 酸 就 会 加 
入 到 正在 延伸 的 肽 链 上 。 我 们 对 肽 链 延 伸 过 程 的 描述 开始 于 某 个 位 置 ， 在 这 里 已 经 有 一 些 氨 
基 酸 连接 起 来 ， 并 在 核糖 体 的 P 位 点 有 一 个 tRNA 分 子 , 与 生长 的 多 肽 链 末 端 共 价 相连 (图 
6-65)。 在 第 一 步 ， 携 带 多 肽 链 下 一 个 氨基 酸 的 tRNA 通过 与 位 于 A 位 点 处 的 mRNA 的 密码 
子 形成 碱 基 对 ， 结 合 到 核糖 体 的 A 位 点 上 ， 这 样 A 位 点 和 了 位 点 就 结合 有 相 邻 RNA。 在 第 
二 步 ， 多 肽 链 的 羧基 末端 从 P 位 点 的 tRNA 上 释放 (通过 打 断 tRNA 和 它 的 氨基 酸 之 间 的 高 
能 键 )， 并 与 P 位 点 的 tRNA 上 结合 的 氨基 酸 的 自由 氨基 相 结合 ， 形 成 一 个 新 的 肽 链 。 和 蛋白 
质 合成 的 这 个 中 心 反 应 由 核糖 体 拥有 的 一 种 肽 键 转移 酶 催化 活性 进行 催化 。 这 个 反应 伴随 核 
糖 体 中 许多 构象 变化 ， 由 它们 将 2 个 tRNA 转移 到 大 亚 基 的 下 位 点 和 了 位 点 。 在 第 三 步 ， 另 
外 一 系列 的 构象 变化 使 mRNA 移动 穿 过 核糖 体 恰好 3 个 核 苷 酸 ， 并 重新 复位 核糖 体 ， 这 样 它 
就 准备 好 接受 下 一 个 氨 酰 -tRNA。 然 后 ， 与 一 个 新 加 入 的 氨 酰 -tRNA 一 起 重复 第 一 步 ， 依 此 
XH. 
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图 6-64 核糖 体 中 的 RNA 结合 位 点 
每 个 核 精 体 有 3 个 tRNA 结合 位 点 : A、P 和 下 位 点 〈 分 别 为 氨 酰 -4RNA、 肽 酰 -IRNA 和 出 口 的 简写 和 1 个 mRNA 结 
合 位 点 ，(A) 细菌 核糖 体 的 结构 ， 前 面 的 是 小 亚 基 ( 深 绿色 )， 后 面 的 是 大 亚 基 浅 绿色 ) rRNA 和 核糖 体 蛋白 都 有 显 
未 。 所 显示 的 URNA 结合 (红色 )、P 位 点 〈 橘 黄色 ) 和 人 A 位 点 〈 黄 色 )。 虽 然 全 部 3 个 位 点 在 这 里 都 显示 被 占 
据 着 ， 但 是 据 认为 在 蛋白 质 合成 过 程 中 ， 这 些 位 点 最 多 只 有 2 个 在 任何 时 候 都 有 URNA 存在 〈 图 6-65)。(B) 核糖 体 大 
亚 基 (左边) 和 小 亚 基 〈 右 边 ) 的 结构 在 核糖 体 中 的 排列 就 好 比 将 〈A) 中 的 核糖 体 像 一 本 书 似 地 打开 了 。(C) 从 上 部 
观察 的 《A) 中 核糖 体 结构 ，(D) 核糖 体 的 高 度 概括 图 示 【与 〈C) 中 的 方向 一 致 ]， 它 在 后 面 的 图 中 也 将 会 用 到 [(A)、 
(B) 和 (C) WAM M Yusupov et al.» Science 292; 883~896, 2001, 经 Albion Bausom and Harry Noller 允许 后 使 用 ] 


每 次 一 个 氨基 酸 加 入 到 多 肽 链 就 重复 这 个 三 步 组 成 的 循环 ， 而 多 肽 链 也 从 氨基 端 向 羧基 
端 生长 ， 直 到 遇 上 一 个 终止 密码 子 。 


延伸 因子 推动 翻译 向 前 进行 


图 6-65 中 概括 的 多 肽 链 延 伸 的 基本 循环 具有 另 一 个 特征 ， 使 得 翻译 特别 有 效 ， 特 别 精 
确 。 每 一 轮 有 2 个 延伸 因子 (EF-Tu 和 EF-G) 进入 并 离开 核糖 体 ， 在 此 过 程 中 它们 每 个 都 
将 GTP 水解 成 GDP， 并 发 生 构 象 变化 。 在 有 些 条 件 下 ， 可 以 使 核糖 体 在 没有 延伸 因子 和 
GTP 水 解 的 帮助 下 进行 蛋白 质 合成 ， 但 是 这 个 合成 过 程 很 慢 ， 效 率 低 而 且 不 精确 。 如 果 将 延 
伸 因 子 的 构象 变化 与 核糖 体 不 同 构 型 状态 转变 之 间 偶 联 起 来 ， 就 会 大 大 加 快 这 个 过 程 。 虽 然 
有 关 核 糖 体 中 这 些 构 型 变化 的 细节 并 不 清楚 ,但 是 有 些 可 能 涉及 类 似 RNA 剪接 过 程 中 的 
RNA EHF (图 6-30) 。 延 伸 因 子 结合 、GTP 水 解 和 解 离 的 这 个 循环 确保 了 构 型 变化 朝 “ 前 
进 ” 的 方向 进行 ， 因 此 翻译 能 够 有 效 地 进行 〈 图 6-66). 

EF-Tu 除了 帮助 翻译 向 前 进行 之 外 ， 还 认为 它 通过 监控 带电 荷 的 tRNA 和 密码 子 之 间 的 
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图 6-65 mRNA 分 子 的 翻译 
每 个 加 入 到 多 肽 链 生长 未 端的 氨基 酸 ， 由 携带 氨基 酸 的 RNA 分 子 中 的 反 密 码 子 与 mRNA 链 中 的 下 
-个 密码 子 之 间 互 补 碱 基 配 对 进行 选择 .。 由 于 细胞 内 许多 种 tRNA 分 子 中 只 有 一 种 能 与 每 个 密码 子 
形成 碱 基 对 ， 所 以 密码 子 决定 了 将 要 加 入 到 生长 多 肽 链 中 的 特定 氨基 酸 。 图 中 所 示 的 三 步 反应 循环 
在 蛋白 质 合成 过 程 中 一 次 又 一 次 重复 。 第 一 步 ， 一 个 氨 栈 -tRNA 分 子 结合 到 核 畏 体 上 空 着 的 A 位 
点 ; 第 二 步 ， 形 成 一 个 新 的 肘 键 ， 第 三 步 ，mRNA 沿 小 亚 基 链 移动 3 个 核 苷 酸 ， 同 时 释放 出 用 过 的 
URNA SAFI “M” HWE, HEFER RNA 分 子 才能 结合 。 虽 然 该 图 显示 小 亚 基 相对 于 
大 亚 基 有 较 大 的 位 移 ， 但 在 翻译 过 程 中 核糖 体内 实际 发 生 的 构象 变化 更 加 细微 。 有 可 能 它们 涉及 每 
个 亚 基 内 部 微小 的 重 排 以 及 两 个 亚 基 之 间 多 次 微小 的 位 移 。 如 图 所 示 ，mRNA 以 5 一 3' 方 向 翻译 ， 
首先 合成 的 是 蛋白 质 的 N 端 ， 每 一 轮 循环 向 多 肘 链 的 C 端 增加 一 个 氨基 酸 。 生 长 多 肽 链 附着 到 tRNA 
上 的 位 置 不 发 生 改变 ， 它 总 是 连接 到 位 于 核糖 体 大 亚 基 P 位 点 的 tRNA 上 


最 初 的 相互 作用 ， 提 高 了 翻译 的 精确 性 (图 6-66)。 带 电 的 tRNA 进入 结合 有 EF-Tu 的 核糖 
体 中 ， 此 时 EF-Tu 处 于 GTP 结合 形式 。 虽 然 这 个 结合 的 延伸 因子 允许 进行 密码 子 - 反 密 码 子 
配对 ， 但 是 它 阻止 氨基 酸 整 合 到 生长 的 多 肽 链 上 。 起 初 的 密码 子 识别 ， 引 起 延伸 因子 水 解 它 
结合 的 GTP (水 解 为 GDP 和 无 机 磷酸 ) ， 于 是 延伸 因子 很 快 从 核糖 体 上 解 离 ， 不 再 带 有 tR- 
NA， 从 而 使 蛋白 质 合成 能 向 前 进行 。 延 伸 因 子 导 致 在 密码 子 - 反 密码 子 碱 基 配 对 和 多 肽 链 延 
伸 之 间 出 现 两 次 短暂 的 停顿 ， 这 两 次 停顿 选择 性 地 让 错误 结合 的 tRNA 在 不 可 北 转 的 链 延 伸 
步骤 之 前 从 混合 体 出 来 。 第 一 次 停顿 是 因为 需要 时 间 用 来 水 解 GTP。 对 于 正确 配对 的 密码 子 
- 反 密 码 子 ， 由 EF-Tu 进行 的 GTP 水解 速率 比 错误 配对 的 要 快 ， 因 而 错误 结合 的 tRNA 分 子 


有 更 长 时 间 从 核糖 体 上 解 离 。 换 句 话说 ，GTP 水 解 选择 性 地 捕获 了 正确 结合 的 tRNA。 另 一 
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错误 碱 基 配 对 的 
IRNA 会 优先 解 离 


图 6-66 翻译 循环 详 图 
图 6-65 中 提供 的 翻译 要 点 还 具有 其 他 特征 ， 包 括 延伸 因子 以 及 一 种 提 
高 翻译 精确 性 机 制 的 参与 。 在 起 始 结合 事件 中 〈 最 上 面 的 图 )， 一 个 牢 
固 结合 到 EF-Tu 上 的 氨 栈 tRNA 分 子 与 小 亚 基 A 位 点 的 密码 子 形 成 短 
[GD 暂 的 碱 基 配 对 。 在 此 过 程 中 〈 第 2 个 图 )，tRNA 占据 核 精 体 上 的 杂 合 
结合 位 点 。 密 码 子 - 反 密码 子 配对 引发 El 水 解 GTP, 从 而 引起 它 从 


错误 碱 基 配 对 的 。。 氨 本 -IRNA 上 解 离 。 现 作 这 个 氮 酝 :RNA 进入 A 位 点 (第 4 个 图 )， 并 
tRNA 会 优先 解 离 


进入 核糖 体 ， 并 结合 到 核 精 体 大 亚 基 上 的 A 位 点 内 或 附近 ， 从 而 使 2 
个 结合 的 tRNA 加 速 移动 进入 A/P 和 P/E 杂 合 状态 .与 核 业 体 的 接触 
刺激 了 EF-G 的 GTPase 活性 ， 当 它 从 GTP 结合 形式 转变 为 GDP 结合 
形式 时 ， 引 起 EPG 著 的 构象 变化 ， 这 种 变化 将 与 A/P 杂 合 状态 
结合 的 tRNA 移动 到 了 位 点 并 使 翻译 循环 向 前 推进 一 个 密码 子 ， 在 每 
ARDEA MT. URNA 分 也 以 一 系列 复杂 的 旋转 移动 穿 过 核糖 体 ， 在 
此 过 程 中 它们 短暂 占据 多 个 “ 杂 合 ”结合 状态 。 在 一 种 状态 下 ，tRNA 
同时 结合 小 亚 基 的 A 位 点 和 大 亚 基 的 P 位 点 ;而 在 另 一 状态 下 ，URNAL 
结合 小 亚 基 的 了 位 点 和 大 亚 革 的 E 位 点 。 一 轮 循 环 中 ， 一 个 tRNA 分 
子 据 认为 占据 了 6 种 不 同 的 位 点 ， 起 始 结合 位 点 〈 称 为 A/T 杂 合 位 
A/A fi AP RARE, P/P 位 点 、P/E 杂 合 状态 和 下 位 点 . 
还 认为 每 个 tRNA 都 像 单 向 齿轮 一 样 滚动 经 过 这 些 位 点 ， 在 每 个 发 生 
变化 的 局 部 位 置 沿 它 的 长 轴 发 生 旋转 。 u 和 EF-G 是 给 细 蔚 延伸 因 
子 的 命名 : 真 物 中 它们 分 别称 为 和 EF-2。 图 3-74 说 明了 
GTP 水 解 引 起 EF-Tu 三 维 结构 发 生 显著 的 变化 。 对 于 所 形成 每 个 肽 
ft. u 和 EF-G 分 子 都 以 它们 无 活性 的 GDP 结合 形式 释放 :为 了 
能 再 次 利用 ， 这 些 蛋 蝗 质 必须 用 GTP 交换 GDP。 对 EF-Tu 而 言 ， 这 种 
交换 由 称 作 GTP 交换 因子 的 一 大 类 蛋白 质 中 一 个 特殊 成 员 完成 


次 停顿 发 生 在 EF-Tu 解 离 和 tRNA 完全 进入 核糖 体 人 位 点 之 间 。 虽 然 认 为 这 个 停顿 对 于 正 
确 和 错误 结合 的 tRNA 都 是 一 样 的 ， 可 是 错误 URNA 分 子 形成 的 密码 子 - 反 密 码 子 氢 键 数目 比 
正确 配对 的 要 少 ， 所 以 在 此 期 间 更 有 可 能 解 离 。 延 伸 因 子 造成 的 这 两 次 停顿 引起 大 部 分 错误 
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结合 的 tRNA 分 子 〈 以 及 很 多 正确 结合 的 分 子 ) 离开 核糖 体 ， 不 再 用 于 蛋白 质 合成 ， 这 个 两 
步 机 制 负责 核糖 体 合成 蛋白 质 时 99. 99% 的 精确 性 。 

最 近 的 发 现 表 明 ，EF-Tu 可 能 在 提高 反应 的 总 体 精 确 性 时 也 有 其 他 的 作用 。 本 章 前 面 ， 
我 们 讨论 了 氨 酰 合成 酶 在 将 氨基 酸 与 tRNA 精确 匹配 过 程 中 的 作用 。 当 GTP 结合 形式 的 
EF-Tu 护 送 氨 酰 -tRNA 到 核糖 体 上 时 (图 6-66)， 它 明显 对 氨基 酸 与 tRNA 之 间 正 确 的 对 应 
关系 进行 了 双重 核查 ， 并 将 不 匹配 的 扔 掉 。 这 个 过 程 究竟 是 如 何 进行 的 还 不 太 了 解 ， 但 是 它 
可 能 涉及 EF-Tu 和 氨 酰 -tRNA 之 间 的 全 部 结合 能 。 根 据 这 个 观点 ， 对 EF-Tu 而 言 ， 正 确 匹 
配 的 亲和力 的 范围 很 窄 ， 而 错误 的 匹配 则 要 么 太 强 要 么 太 弱 。 因 此 ，EF-Tu 似乎 在 许多 不 同 
的 氨基 酸 -tRNA 组 合 中 进行 识别 ， 虽 然 比较 粗略 ， 可 是 选择 性 地 只 让 正确 的 组 合 进入 核 
糖 体 。 
核糖 体 是 一 种 核 本 

核糖 体 是 由 2/3 的 RNA 和 1/3 的 蛋白 质 组 成 的 一 个 巨大 而 复杂 的 结构 。2000 年 得 到 它 
的 大 小 亚 基 整 体 三 维 结构 是 现代 结构 生物 学 取得 的 主要 的 成 就 。 得 到 的 结构 有 力 地 证 实 了 之 
前 表明 RNA (而 不 是 蛋白 质 ) 对 核糖 体 的 整体 结构 起 决定 作用 ，RNA 能 将 tRNA 定位 到 


mRNA E, RNA 能 催化 形成 共 价 肽 键 的 证 据 。 例 如 ，RNA 折 得 成 高 度 紧密 的 、 精 确 的 三 维 
结构 ， 构 成 了 核糖 体 的 核心 ， 从 而 决定 了 它 的 整体 形状 〈 图 6-67). 


B) 


图 6-67 利用 X 射线 晶体 学 得 到 的 细菌 核糖 体 大 亚 基 中 的 rRNA 结构 
CA) rRNA GS 和 23S) 在 核糖 体 大 亚 基 中 存在 时 的 三 维 结构 。 还 显示 了 核糖 体 的 其 中 一 个 蛋白 质 亚 基 L1) 作为 参照 
点 ， 因 为 它 在 核糖 体 上 形成 一 个 特征 性 的 突出 。(B) 23S rRNA 的 二 级 结构 简 图 ， 显 示 了 广泛 的 碱 基 配 对 网 络 。 整 个 结 
构 被 分 成 6 个 结构 “ 域 "， 它 们 的 颜色 对 应 于 〈A) 图 三 维 结构 中 的 颜色 。 二 级 结构 图 高 度 概括 以 便 能 够 在 二 维 水 平 上 
尽 基 多 地 代表 真实 结构 。 为 了 做 到 这 一 点 ， 引 人 RNA 中 多 个 不 连续 区 域 ， 虽 然 实际 上 23S rRNA 只 是 单独 的 一 个 
RNA 分 子 。 例如， 区域 中 的 碱 基 与 区 域 W 的 碱 基 是 连续 的 ， 尽 管 图 中 出 现 了 一 个 缺口 〈 摘 自 N，Ban et al, Science 289; 
905~920. 2000) 


与 TRNA (Poi RE a Ot HA. BOA A A eT, HDT HE RNA 
的 缺口 和 缝隙 (图 6-68) 。 这 些 蛋 白质 中 有 的 含有 球形 结构 域 ， 略 微 伸 进 RNA 核心 中 的 洞口 
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内 (图 6-69)。 核 糖 体 蛋白 的 主要 功能 似乎 是 稳定 RNA 核心 ， 同 时 允许 发 生 该 RNA 催化 有 
效 的 蛋白 质 合成 所 必需 的 rRNA 构象 变化 。 


图 6-68 ”细菌 核糖 体 大 亚 基 蛋 白质 成 分 的 定位 
rRNA (5S 和 23S) WARRE., KERRE 〈31 种 中 的 27 种 ) 描绘 成 金色 。 为 了 方便 ， 所 措 绘 的 蛋白 质 结构 只 有 多 
AAPL, CA) 与 小 亚 基 交 界面 的 视图 ， 与 图 6-64 (D 中 所 显示 的 图 一 样 。(B) 大 亚 基 后 部 视图 ， 将 CAD E A 
旋转 180' 后 得 到 。(C) 大 亚 基底 部 视图 ， 显 示 了 该 结构 中 央 的 肘 出 口 通道 摘自 N. Ban et al., Science 289，905 一 920， 
2000 @ AAAS) 


不 仅 核糖 体 上 供 tRNA 结合 的 3 个 位 点 (A、P 和 
E 位 点 ) 主要 巾 核糖 体 RNA 形成 ， 而 且 很 明显 催化 肽 
键 形成 的 位 点 也 由 23S RNA 形成 ， 离 该 位 点 最 近 的 氨 
基 酸 至 少 在 1. 8nm 以 外 。 在 很 多 方面 肽 酰 转 移 酶 的 这 
个 以 RNA 为 基础 的 位 点 与 有 些 蛋 白质 中 发 现 的 位 点 相 
它 是 一 个 有 高 度 构造 的 口袋 ， 精 确 地 对 两 种 反应 
物 定向 (生长 的 肽 链 和 一 个 氨 酰 -4RNA)， 并 且 它 提供 
了 一 个 功能 基因 ， 作 为 一 种 通用 的 酸 - 碱 基 催 化 剂 。 本 
是 腺 呆 叭 的 氮 环 ， 而 不 是 氨基 酸 侧 链 ， 如 组 


RAE (图 6-70)。RNA 分 子 作为 这 样 一 种 催化 剂 
发 挥 作用 的 能 力 最 初 令 人 奇怪 ， 因 为 人 们 认为 RNA 缺 
团 。 


少 既 能 接受 


质子 ， 义 能 供出 质子 的 合适 的 化 学 

虽然 腺 嗓 哈 氮 环 的 pK 值 常常 是 3.5 左右 ,可 是 

rRNA 活性 位 点 的 三 维 结构 及 电荷 分 布 迫使 这 个 看 起 。 图 669 细菌 核 畏 体 大 亚 基 中 LIS 

来 很 关键 的 腺 味 叭 的 pK 值 处 于 中 性 范围 ， 因 而 产生 蛋白 的 结构 

了 酶 的 催化 活性 。 蛋白 质 的 球状 结构 域 位 于 核 精 体 表面 ， 一 个 
具有 催化 能 力 的 RNA 分 子 称 为 核 酶 。 本 章 前 面 我 仲 民 区 深 深 插 人 到 核 太 体 的 RNA 核心 中 ,图 

们 看 到 其 他 核 酶 在 RNA 剪接 反应 中 是 如 何 起 作用 的 中 黄色 的 是 115 蛋白 , ECE AE BANS RNA 

(图 6-36)。 在 本 章 的 最 后 一 部 分 我们 探讨 最 新 发 现 于 分 把 P R Moore 

ALT. A. Steitz 允许 后 使 用 ) 

的 作为 催化 剂 发 挥 作用 的 RNA 分 子 催化 许多 不 同 反 应 

的 能 力 ， 这 对 于 早期 活 细胞 的 进化 可 能 意味 着 什么 。 这 里 我 们 只 需要 注意 到 ， 有 很 好 的 理由 

去 怀疑 RNA 而 不 是 蛋白 质 分 子 作为 活 细胞 最 早 的 催化 剂 发 挥 功能 。 如 果 是 这 样 ， 核 糖 体 与 
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N NH, 
核糖 体 的 活性 位 
点 上 的 腺 味 叭 


图 6-70 存在 于 核糖 体 大 亚 基 中 的 肘 酰 转移 酶 活性 可 能 的 反应 机 制 
整个 反应 由 23S rRNA 中 的 活性 位 点 催化 。 在 所 提出 的 这 个 机 制 第 一 步 中 ， 活 性 位 点 腺 野 叭 的 N3 抽 走 核糖 体 A 位 点 
tRNA 上 附着 氨基 酸 的 一 个 质子 ， 使 其 氨基 酸 能 够 攻击 多 肪 链 生 长 末端 的 关 基 。 下 一 步 这 个 质子 化 腺 野 叭 贡献 它 的 氢 给 
连接 到 肽 酰 CRNA 上 的 氧 ， 引 起 这 个 tRNA 从 肽 链 释放 。 这 样 就 生成 一 条 比 起 始 反应 物 多 一 个 氨基 酸 的 多 肽 链 ， 然 后 整 
个 反应 循环 将 以 下 一 个 氨 栈 -tRNA BEA A 位 点 重复 〈 改 编 自 P。 Nisson et al., Science 289: 920~930, 2000) 


它 的 RNA 核心 一 起 ， 可 以 看 成 是 生命 历史 早期 的 遗迹 ， 那 时 ， 蛋 白质 合成 在 那些 几乎 全 由 
核 酶 催化 的 细胞 中 进化 。 


mRNA 中 的 核 背 酸 序列 提供 了 从 哪里 开始 合成 蛋白 质 的 信号 


翻译 的 起 始 和 终止 通过 改变 上 面 描述 的 翻译 延伸 循环 来 实现 。mRNA 上 的 蛋白 质 合成 起 
始 的 位 点 很 关键 ， 因 为 它 决定 了 完整 信息 的 可 读 框 。 在 这 个 时 期 无 论 向 前 或 是 向 后 错位 一 个 
核 苷 酸 ， 都 将 导致 信息 中 后 面 的 密码 子 阅 读 错误 ， 因 而 就 会 产生 一 个 序列 删改 的 无 功能 蛋白 
质 。 从 另 一 方面 看 ， 起 始 步骤 也 极其 重要 ， 因 为 对 于 大 多 数 基因 来 说 ， 这 是 最 后 一 个 关节 点 ， 
细胞 能 够 决定 是 否 翻译 mRNA， 合 成 蛋白 质 ， 因 而 起 始 的 速率 决定 了 蛋白 质 合成 的 速率 。 第 
7 章 我 们 将 看 到 细胞 利用 几 种 机 制 调节 翻译 的 起 始 。 

mRNA 的 翻译 从 密码 子 AUG 开始 ， 并 需要 一 种 特殊 的 tRNA 来 起 始 翻译 。 这 个 起 始 
tRNA 常常 携带 有 甲 硫 氨 酸 〈 在 细菌 中 是 一 种 修饰 形式 的 甲 硫 氨 酸 一 一 甲 酰 甲 硫 氨 酸 )， 这 样 
所 有 新 合成 的 蛋白 质 N 端 第 一 个 也 就 是 蛋白 质 首先 合成 的 末端 氨基 酸 都 是 甲 硫 氨 酸 ， 这 个 甲 
硫 氨 酸 后 来 通常 由 一 种 特殊 的 蛋白 酶 去 除 。 起 始 tRNA 核 苷 酸 序列 与 普通 的 携带 甲 硫 氨 酸 的 
tRNA 的 序列 不 同 。 

在 真 核 生物 中 ， 起 始 tRNA 〈 偶 联 甲 硫 氨 酸 ) 首先 与 其 他 蛋白 质 ， 称 作 真 核 起 始 因子 ， 
或 elF (图 6-71) 一 起 结合 到 小 核糖 体 亚 基 上 。 细 胞 所 有 的 氨 酰 -tRNA 中 ， 只 有 负责 甲 硫 氨 
酸 的 起 始 tRNA 能 够 牢固 地 结合 核糖 体 小 亚 基 ， 而 不 需要 完整 核糖 的 存在 。 下 一 步 ， 核 糖 体 
小 亚 基 结合 到 mRNA 分 子 的 末端 ， 该 mRNA 分 子 借助 其 帽子 以 及 结合 的 两 个 起 始 因子 ， 
elF4E (直接 结合 在 帽子 上 ) 和 eIF4G (图 6-40) 进行 识别 。 然 后 核糖 体 小 亚 基 沿 着 mRNA 
向 前 移动 (5 ~~3' )， 寻 找 第 一 个 AUG。 这 种 移动 受到 其 他 起 始 因子 的 促进 ， 它 们 像 ATP HE 
动 的 解 螺旋 酶 那样 发 挥 作 用 ， 从 而 使 小 亚 基 能 够 扫描 通过 RNA 的 二 级 结构 。 在 90% 49 mR- 
NA 中 ， 翻 译 从 小 亚 基 遇 到 的 第 一 个 AUG 开始 。 在 此 位 点 上 起 始 因子 从 小 亚 基 上 解 离 ， 为 大 
亚 基 和 它 组 装 成 完整 的 核糖 体 开路 。 现 在 起 始 tRNA 结合 到 了 位 点 ，A 位 点 则 空 出 来 。 蛋 白 
质 合成 因而 就 装备 好 添加 下 一 个 氨 酰 -tRNA 分 子 (图 6-71)。 


真 核 生 物 mRNA 起 始 位 点 附近 的 核 苷 酸 在 上 述 扫描 过 程 中 影响 AUG 识别 的 效率 。 如 果 
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第 一 个 肽 键 形式 图 6-71 真 核 生物 中 蛋白 质 合 成 的 起 始 阶段 

t 在 该 过 程 所 需 的 许多 翻译 起 始 因子 中 只 显示 了 其 中 三 种 ， 有 效 的 
Met) 翻译 起 始 也 需要 mRNA 的 多 聚 A 尾 ， 它 结合 着 多 聚 A 结合 蛋白 ， 
这 种 蛋白 质 继而 与 elF4G 相互 作用 。 通 过 这 种 方式 ， 翻 译 装置 确 
保 mRNA 两 个 末端 在 起 始 之 前 是 完好 的 《图 6-40)， 虽 然 图 中 只 
显示 了 一 次 GTP 水 解 事件 ， 但 已 知 就 在 核糖 体 大 小 亚 基 结合 之 
4 前 有 第 二 个 GTP 发 生 水 解 


ete 


这 个 识别 位 点 与 共有 识别 序列 差别 相当 大 ， 核 糖 体 扫描 亚 基 有 时 会 忽略 mRNA 中 第 一 个 AUG 
密码 子 ， 而 跳 到 第 二 个 或 第 三 个 AUG 密码 子 上 。 细 胞 频繁 地 利用 这 种 称 作 “ 渗 漏 扫 描 ” 的 现 
象 ， 从 同一 mRNA 分 子 合成 两 种 或 更 多 的 N 端 不 同 的 蛋白 质 。 例 如 ， 它 使 有 些 基因 能 合成 N 
端 有 或 没有 信号 序列 的 相同 蛋白 质 ， 这 样 该 蛋白 质 就 可 以 导向 细胞 内 两 个 不 同 的 区 室 。 


在 细菌 中 ， 起 始 密码 子 的 选择 不 一 样 。 细 菌 mRNA 没有 5 帽子 来 告诉 核糖 体 从 哪儿 开始 
搜寻 翻译 起 始 位 点 。 取 而 代 之 ， 每 个 细菌 mRNA 含有 一 个 特殊 的 核糖 体 结 合 位 点 〈 称 为 
Shine Dalgano 序列 ， 以 其 发 现 者 命名 )， 它 位 于 翻译 起 始 AUG 上 游 几 个 核 背 酸 序 列 处 。 这 
段 核 苷 酸 序列 的 共有 序列 是 5-AGGAGGU-3'， 它 与 核糖 体 小 亚 基 的 16S rRNA 形成 碱 基 配 
对 ， 从 而 将 起 始 密码 子 AUG 定位 到 核糖 体 中 。 一 组 翻译 起 始 因子 协调 了 这 种 相互 作用 ， 以 
及 随后 进行 的 核糖 体 大 亚 基 的 装配 ， 形 成 一 个 完整 的 核糖 体 。 

由 此 可 见 ， 与 真 核 生 物 核糖 体 不 同 ， 细 菌 核糖 体 容易 直接 在 位 于 mRNA 分 子 内 部 的 起 始 
密码 子 上 装配 ， 只 要 核糖 体 结合 位 点 位 于 它 前 面 几 个 核 背 酸 处 。 结 果 ， 细 菌 mRNA 通常 都 是 
多 顺 反 子 ， 即 它们 编码 几 种 不 同 的 蛋白 质 ， 每 一 个 都 从 同一 mRNA 分 子 翻译 而 来 〈 图 6-72) 。 
相 比 之 下 ， 一 条 真 核 mRNA 一 般 只 编码 一 种 蛋白 质 。 
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图 6-72 典型 的 细菌 mRNA 分 子 结构 
与 典型 真 术 生 物 核 精 体 需要 一 个 加 帼 的 5 端 不 同 ， 原 核 生物 核糖 体 在 核糖 体 结合 位 点 (Shine-Dalgarno FES) Aeth 
译 。 该 位 点 可 以 位 于 mRNA 分 子 中 任何 位 置 。 核糖 体 这 个 特性 使 细 苗 能 够 从 一 条 mRNA 分 子 合成 不 止 一 种 蛋白 质 


终止 密码 子 标记 翻译 的 结束 


3 个 密码 子 (UAA, UAG 或 UGA) 中 任何 一 个 的 存在 ， 都 为 蛋白 质 编码 信息 提供 了 结 
束 的 信号 ， 称 它们 为 终止 密码 子 (图 6-50) 。 它 们 不 是 由 tRNA 识别 ， 也 不 指令 任何 氨基 酸 ， 
而 是 标示 核糖 体 停止 翻译 。 称 作 释 放 因 子 的 蛋白 质 结合 到 任何 A 位 点 有 一 个 终止 密码 子 的 核 
糖 休 上。 这 种 结合 迫使 核糖 体 中 的 肽 酰 转 移 酶 催化 一 个 水 分 子 ， 而 不 是 一 个 氨基 酸 ， 加 成 到 
上 肘 酰 -tRNA 上 《图 6-73)， 该 反应 使 生长 多 肽 链 的 羧基 末端 从 对 tRNA 分 子 的 附着 状态 中 游 
离 出 来 ， 由 于 一 般 只 有 这 种 附着 将 生长 多 肽 链 维 系 在 核糖 体 上 ， 所 以 完整 的 多 肽 链 会 立即 释 
放 进 入 细胞 质 核糖 体 释放 mRNA， 并 解 离 成 大 小 亚 基 ， 它 们 能 够 在 另 一 个 mRNA 分 
子 上 装配 起 来 ， 开 始 新 一 轮 蛋 白质 合成 。 

释放 因子 提供 了 一 种 显著 的 分 子 模拟 实例 ， 一 类 大 分 子 借 此 与 一 个 化 学 上 不 相关 分 子 的 
形状 相似 。 在 这 个 例子 中 ， 释 放 因子 的 三 维 结构 〈 全 部 申 蛋白 质 组 成 ) 与 tRNA 分 子 的 结构 
和 电荷 分 布 之 间 拥 有 不 可 思议 的 相似 性 (图 6-74) 。 这 种 在 形状 和 电荷 上 的 模拟 使 释放 因子 能 
够 进入 核糖 体 A 位 点 并 引起 翻译 终止。 

在 翻译 过 程 中 ， 新 生 的 多 肽 链 要 移动 通过 核糖 体 大 亚 基 内 一 条 巨大 且 充 满 水 的 隧道 C49 
10nmX 1, 5nm) [图 6-68(C)]。 该 隧道 的 四 壁 主要 巾 23S rRNA 组 成 ， 它 就 像 是 较 小 的 朴 水 表 
面 嵌入 到 较 大 亲 水 表面 形成 的 镶嵌 物 。 由 于 这 种 结构 不 与 任何 肽 结构 互补 ， 所 以 就 提供 了 一 
种 “ 特 氟 隆 ”被 膜 ， 多 肽 链 可 以 容易 地 从 中 间 滑 动 。 隧 道 的 大 小 也 表明 ， 新 生 多 肽 链 在 通过 
核糖 体 的 时 候 ， 大 部 分 发 生 了 结构 破坏 ， 尽 管 在 离开 核糖 体 隧道 之 前 也 能 形成 该 蛋白 质 的 许 
多 a 螺旋 区 域 。 当 新 合成 的 蛋白 质 离开 核糖 体 时 ,必须 折 又 成 能 为 细胞 所 利用 的 三 维 结构 ， 
本 章 后 面 我 们 再 讨论 这 种 折 又 是 如 何 进行 的 但是， 首先 我 们 回顾 一 下 翻译 过 程 本 身 的 其 他 
几 个 方面 。 
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蛋白 质 在 多 聚 体 核糖 体 上 合成 


一 种 释放 因子 结合 具有 一 个 终止 密码 子 的 A 位 上 
整 的 多 肽 链 释 放 ， 并 且 核 糖 体 在 核糖 体循环 因子 


图 6-73 蛋白 质 合成 的 最 后 阶段 


用 以 后 ， 分 解 成 它 的 两 个 单独 亚 基 


终止 了 翻译 。 完 


显示 ) 发 挥 作 


大 多 数 蛋白 质 的 合成 需要 20s 到 几 分 钟 不 等 的 时 间 。 但 是 即便 在 这 么 短 的 时 间 内 ， 每 个 
正在 翻译 的 mRNA 分 子 上 常常 发 生 多 次 起 始 ， 一 旦 前 面 的 核糖 体 已 翻译 出 足够 多 的 核 苷 酸 序 
列 ， 腾 出 了 位 置 ，mRNA 的 5 端 就 串 上 一 个 新 的 核糖 体 ， 因 此 常常 发 现 正 在 翻译 的 mRNA 
分 子 处 于 多 到 核糖 体 的 形式 〈 也 成 为 多 核糖 体 )， 它 们 是 由 多 个 核糖 体 沿 单个 mRNA 分 子 间 
隔 80 个 核 苷 酸 排列 组 成 的 巨大 组 装 物 〈 图 6-75)。 这 些 多 重 起 始 过 程 意味 着 在 给 定 的 时 间 内 ， 
比 起 每 轮 合成 在 下 一 轮 开始 之 前 必须 完成 来 讲 ， 能 合成 出 更 多 的 蛋白 质 分 子 。 
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图 6-74 人 类 翻译 释放 因子 (eRF1) 的 结构 及 其 与 tRNA 分 子 的 相似 性 
左边 的 是 蛋白 质 ， 右 边 的 是 tRNA (摘自 H. Sang et al, Cell 100; 311 一 321. 2000 © Elsevier) 
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图 6-75 多 聚 核糖 体 
(A) 显示 一 系列 核 精 体 怎样 同时 翻译 同一 真 核 mRNA 分 子 
的 电镜 显 微 照 片 [CB) 经 John Heus 


CB) 来 自 直 核 细 胞 多 聚 核糖 体 


细菌 和 真 核 生物 都 利用 多 核糖 体 合成 蛋白 质 ， 并 且 两 者 都 运用 了 其 他 的 策略 ， 以 便 使 蛋 
白质 合成 速度 更 快 。 由 于 细菌 的 mRNA 不 需要 加 工 ， 并 且 还 在 合成 时 就 能 为 核糖 体 所 利用 ， 
因此 ， 甚 至 于 细菌 mRNA 转录 还 未 完成 时 ， 核 糖 人 到 它 的 自由 末端 ， 从 而 紧 跟着 
RNA 聚合 酶 沿 DNA 移动 。 我 们 已 经 看 到 ， 真 核 生物 中 ，mRNA 的 5 端 和 3' 端 相互 作用 [图 
6-40 和 图 6-75(A)];， 因 此， 一 旦 核糖 体 解 聚 ， 它 们 两 个 亚 基 就 位 于 最 佳 位 置 ， 重 新 起 始 同一 
mRNA 分 子 上 的 翻译 。 
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质量 控制 机 制 在 翻译 的 许多 阶段 发 挥 作用 


核糖 体 进行 的 翻译 可 以 看 成 是 一 对 相反 的 限制 要 求 〈 精 确 性 与 速率 ) 的 折 中 。 例 如 ， 我 
们 已 经 看 到 ， 翻 译 的 精确 性 每 连接 10' 氨 基 酸 发 生 1 次 错误 ) 要 求 每 次 向 生长 多 肽 链 加 入 一 
个 新 的 氨基 酸 时 发 生 一 次 停顿 ， 从 而 细菌 整体 翻译 速度 是 每 秒 整合 20 个 氨基 酸 。 核 糖 体 小 亚 
基 存 在 某 种 特殊 改变 的 细菌 突变 株 ， 将 mRNA 翻译 成 蛋白 质 时 显著 高 于 这 个 精确 率 ; 然而， 
在 这 些 突变 体 中 蛋白 质 合成 速度 如 此 低 ， 以 至 于 细菌 很 少 能 够 存活 下 来 。 

我 们 还 看 到 ， 和 蛋白 质 合成 要 实现 所 观察 到 的 精确 率 就 必须 消耗 大 量 的 自由 能 ; 之 所 以 如 
此 是 因为 ,正如 第 2 章 讨 论 的 那样 ， 细 胞 内 有 序 度 的 任何 一 点 增加 都 需要 付出 代价 。 在 大 多 
数 细胞 内 ， 蛋 白质 合成 比 其 他 任何 过 程 消耗 的 能 量 都 要 多 。 每 生成 一 个 新 的 肽 键 至 少 要 断裂 
4 个 高 能 磷酸 键 : 有 2 个 在 连接 tRNA 分 子 和 1 个 氨基 酸 (图 6-56) 时 消耗 ， 另 外 2 个 用 于 
在 合成 过 程 本 身 ， 推 动 核糖 体 上 发 生 的 反应 循环 中 的 步 又 (图 6-66)。 此 外 ， 每 次 tRNA 合 
成 酶 将 错误 连接 的 氨基 酸 水解 掉 时 也 消耗 额外 的 能 量 (图 6-59)， 并 且 每 次 错误 的 tRNA 进 
人 核糖 体 时 会 引起 GTP 水 解 并 被 排除 时 也 消耗 能 量 (图 6-66)。 为 了 有 效 地 发 挥 作 用 ， 这 些 
校对 机 制 也 必须 消除 很 大 一 部 分 的 正确 相互 作用 ; 因为 如 此 ， 它 们 甚至 比 看 起 来 更 加 消耗 
能 量 。 5 

其 他 质量 控制 机 制 确保 了 真 核 mRNA 分 子 在 核糖 体 对 它 进行 翻译 之 前 是 完整 的 。 翻 译 已 
经 断裂 或 部 分 加 工 的 mRNA 将 对 细胞 有 害 ， 因 为 将 会 产生 截断 的 或 者 在 其 他 情况 下 会 生成 畸 
形 的 蛋白 质 。 我 们 已 经 在 真 核 生物 中 看 到 , mRNA 合成 不 仅 涉及 转录 ， 也 涉及 一 系列 复杂 的 
mRNA 加 工 步 又， 这 些 发 生 在 细胞 核 内 ， 与 核糖 体 隔离 ， 并 且 只 有 等 到 加 工 完成 以 后 ， 才 将 
mRNA 转运 到 细胞 质 进行 翻译 〈 图 6-40) 。 然 而 一 个 完好 的 mRNA 分 子 如 果 离 开 细胞 核 ， 就 
会 在 细胞 质 中 断裂 。 为 了 避免 翻译 这 种 断裂 的 mRNA 分 子 ， 在 翻译 开始 前 ，5 帽子 和 多 聚 A 
尾 都 由 翻译 起 始 装置 识别 (图 6-71 和 图 6-75). 

细菌 以 一 种 完全 不 同 的 方式 解决 不 完整 MRNA 的 问题 。 不 仅 在 细菌 mRNA 的 3' 端 存在 
信号 ， 而且， 正如 我 们 已 看 到 的 ， 翻 译 常常 也 在 转录 完成 之 前 就 开始 进行 。 当 细菌 核糖 体 翻 
译 到 不 完整 的 mRNA 末端 时 ， 一 种 特殊 mRNA ( 称 作 tmRNA) 进入 核糖 体 的 A 位 点 ， 并 翻 
译 自 身 ， 这 样 就 在 截 短 的 蛋白 质 C 端 增加 了 一 个 特殊 的 11 氨基 酸 标签 。 从 而 为 蛋白 酶 提供 信 
号 ， 表 示 该 蛋白 质 将 被 降解 掉 〈 图 6-76) 。 


标准 遗传 密码 中 存在 较 小 的 变动 


第 1 章 讨论 过 ， 遗 传 密码 (图 6-50) 适用 于 生命 界 3 个 主要 分 支 的 全 部 物种 。 从 而 提供 
了 重要 证 据 ， 表明 地 球 上 的 所 有 生命 存在 共同 的 祖先 。 尽 管 稀少 ， 但 这 套 密码 也 存在 例外 的 
情况 ， 这 一 部 分 我 们 讨论 其 中 的 一 些 ， 如 白色 念珠 菌 (Candida abicans)， 最 广泛 存在 的 人 
类 真菌 病原 体 ， 将 密码 子 CUG 翻译 成 丝氨酸 ， 然 而 几乎 所 有 其 他 生物 都 将 它 翻译 成 亮 氨 酸 。 

线粒体 〈 它 拥有 自己 的 基因 组 并 编码 自身 转录 装置 的 大 部 分 组 分 ) 也 表现 出 与 标准 密码 
子 的 一 些 偏离 。 例 如 ， 在 哺乳 动物 线粒体 中 ，AUA 翻译 成 甲 硫酸 ， 而 在 细胞 质 中 却 翻译 成 
REAM (K 14-3) 。 

上 面 所 讨论 的 遗传 密码 的 这 种 偏离 已 根深 蒂 固 于 它 所 出 现 的 生物 体 或 细胞 器 中 。 许 多 细 
胞 中 也 出 现 另 一 种 不 同 的 变化 ， 有 时 称 为 翻译 再 编码 。 在 这 种 情况 下 ，mRNA 中 存在 的 其 他 
核 苷 酸 序列 信息 可 以 在 mRNA 分 子 中 特定 位 点 改变 遗传 密码 的 意义 。 标 准 密码 使 细胞 能 够 仅 
仅 利 用 20 种 氨基 酸 来 生产 蛋白 质 。 然 而 ， 细 菌 、 古 菌 和 真 核 生物 拥 有 第 21 种 氨基 酸 ， 通 过 
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核糖 体 被 破损 的 
mRNA 阻塞 (停顿 ) 


tmRNA 


破损 mRNA 
5- 


使 用 tmRNA 的 密 
码 子 继续 延伸 


图 6-76 解救 停顿 在 不 完整 mRNA 分 子 上 的 
细菌 核糖 体 

图 中 显示 的 tmRNA 是 一 段 长 为 363 MEMI RNA， 既 具有 
tRNA 功能 又 具有 mRNA 功能 ， 并 由 此 得 以 命名 。 它 携带 一 个 
再 氨 酸 ， 并 能 进入 停顿 核糖 体 空 出 的 A 位 点 ， 将 此 丙 氨 酸 加 到 多 
肽 链 未 端 ， 除了 没有 密码 子 指导 它 以 外 ,其 他 方面 都 模拟 了 
tRNA。 然 后 核糖 体 从 tmRNA 翻译 10 个 密码 子 ， 形 成 了 蛋白 质 

不 完全 的 蛋白 质 11- 氨基酸 标签 上 一 个 11 氨基 酸 标签 。 这 个 标签 由 随后 降解 整个 蛋白 质 的 蛋白 
酶 识别 


被 标签 专 一 性 的 重 白 酶 降解 
翻译 再 编码 用 来 直接 整合 到 生长 多 肽 链 中 。 硒 半 胱 氨 酸 对 于 许多 蛋白 酶 有 效 发 挥 功能 很 重要 ， 
它 含有 一 个 硒 原子 ， 取 代 了 半 胱 氨 酸 中 的 硫 原子 。 硒 代 半 胱 氨 酸 来 自 附着 在 特殊 tRNA 分 子 
上 的 丝氨酸 ,该 tRNA 与 通常 用 于 代表 翻译 停止 的 密码 子 UGA 配对 。 在 UGA 密码 子 上 有 三 
代 半 胱 氨 酸 插入 的 蛋白 质 的 mRNA 携带 了 其 他 核 苷 酸 序列 ， 从 而 引起 再 编码 事件 的 发 生 〈 图 
6-77). 


另 一 种 再 编码 形式 是 翻译 移 码 。 反 转录 病毒 ， 一 大 类 真 核 生物 病毒 ， 通 常 利用 了 这 种 再 
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图 6-77 硒 代 半 胱 氨 酸 整合 到 生长 多 肽 链 中 
一 种 特殊 的 tRNA 和 丝氨酸 的 连接 由 正常 的 丝 氨 酰 -4RNA 合成 酶 负责 ， 然 后 这 个 丝氨酸 通过 酶 的 作用 转变 为 硒 代 半 胱 
AM. MRNA 中 一 种 特殊 的 RNA 结构 (具有 特定 核 背 酸 序列 的 葡 环 结构 表示 该 硒 代 半 胱 氨 酸 将 要 插入 到 相 邻 的 
UGA 密码 子 。 如 图 所 示 ， 这 个 过 程 需要 一 种 硒 代 半 胱 氨 酸 特异 的 翻译 因子 参与 


编码 ， 通 过 此 过 程 ， 能 够 从 单个 mRNA 合成 不 止 一 种 蛋白 质 。 这 些 病毒 一 般 从 同一 转录 物 合 
成 衣 壳 蛋白 〈Gag 蛋白 )， 病 毒 反 转录 酶 以 及 整合 酶 Pol 蛋白 ) (图 5-73)。 这 种 病毒 对 Gag 
蛋白 的 需要 量 比 Pol 蛋白 大 得 多 ， 并 通过 在 gag 基因 后 面 紧 挨 着 编码 pol 基因 ， 但 是 位 于 不 
同 的 可 读 框 ， 来 实现 数量 上 的 调整 。 在 gag 编码 序列 末端 的 一 个 终止 密码 子 上 游 主动 发 生 的 
翻译 移 码 能 够 偶尔 避 开 这 个 终止 密码 子 。 这 种 移 码 发 生 在 mRNA 中 的 一 个 特殊 密码 子 上 并 需 
要 一 种 特定 的 再 编码 信号 ， 它 似乎 是 该 位 点 下 游 RNA 序列 的 一 种 结构 特征 (图 6-78) 。 


[ 病毒 RNA 
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图 6-78 ”一 种 反 转 录 病 毒 合成 反 转 录 酶 和 整合 酶 的 过 程 中 的 翻译 移 码 
经 过 一 个 由 Gag 和 Pol 氨基 酸 序列 组 成 的 大 蛋白 质 〈Gag-Pol 融合 蛋白 ) 的 栈 解 加 工 ， 合 成 出 病毒 反 转录 酶 和 
整合 酶 。 病 毒 衣 党 蛋白 由 更 丰富 的 Gag 蛋白 经 蛋白 酶 解 加 工 而 来 。Gag 和 Gag-Pol 融合 蛋白 同时 开始 合成 ， 但 
Gag 蛋白 在 一 个 框架 内 终止 密码 子 停止 合成 〈 未 显示 ); 图 中 所 示 的 移 码 避 开 了 这 个 终止 密码 子 ， 从 而 能 够 合 
成 更 长 的 Gag-Pol 融合 蛋白 。 发 生 移 码 是 因为 局 部 RNA 结构 特征 〈 包 括 图 中 所 示 的 RNA 环 ) 引起 附着 到 生长 
多 肽 链 示 端的 tRNA 偶尔 在 核糖 体 向 后 滑动 一 个 核 华 酸 ， 这 样 它 就 与 UUU 密码 子 配对 ， 而 不 是 与 最 初 指令 
它 整合 的 UUA 密码 子 配对 ， 在 新 可 读 框 中 下 一 个 密码 子 (AGO 指令 精 氨 酸 ， 而 不 是 甘氨酸 。 这 种 受 调控 的 
滑动 一 部 分 康 因 是 因为 病毒 mRNA 中 形成 的 葵 环 结构 ， 如 图 所 示 。 图 中 所 示 的 序列 来 自 人 类 艾滋 病 病毒 ，HIV 
(AE T. Jacks et al., Nature 331; 280~283, 1988) 


许多 原核 生物 蛋白 质 合 成 的 抑制 剂 是 有 用 的 抗生素 


现代 医药 所 有 的 最 有 效 的 抗生素 中 ,许多 都 是 真菌 产生 的 复合 物 ， 它 们 通过 作用 于 细菌 
蛋白 质 合 成 而 发 挥 效 果 。 这 些 药物 中 有 许多 利用 了 细菌 与 真 核 生物 核糖 体 的 结构 和 功能 差异 ， 
以 便 优先 干扰 细菌 核糖 体 的 功能 。 因 此 这 些 复合 物 中 有 些 可 以 大 剂量 服用 ， 却 对 人 类 没有 过 
度 的 毒性 。 由 于 不 同 的 抗生素 结合 细菌 核糖 体 不 同 区 域 ， 所 以 它们 常常 抑制 蛋白 质 合 成 过 程 
中 不 同 的 步骤 。 表 6-3 中 列 出 了 一 些 比 较 常见 的 这 类 抗生素 以 及 蛋白 质 合成 的 几 种 其 他 抑制 
剂 ， 其 中 有 些 作用 于 真 核 细胞 ， 因 而 不 能 用 作 抗 生 素 。 


表 6-3 蛋白 质 或 RNA 合成 的 抑制 剂 


抑制 剂 特定 的 作用 
仅 于 细菌 作用 
UREK 阻 断 氨 酰 基 -tRNA 结合 至 核糖 体 的 A 位 点 
MER 阻止 由 起 始 复合 体 到 链 延 长 核糖 体 的 转变 ,同时 亦 造成 编码 错误 
KEK 阻止 肽 基 转 移 酶 在 核糖 体 的 反应 (图 6-65 的 第 二 步 ) 
KEK 阻止 核糖 体 的 易 位 反应 (图 6-65 第 三 步 ) 
AMTER 结合 至 RNA RANER RNA 链 起 始 (阻止 RNA 合成 ) 
于 细菌 及 真 核 生物 作用 
HE SIA RE A i Hi I A RI 
放射 菌 素 力 结合 在 DNA 上 阻止 RNA 聚合 酶 移动 (阻止 RNA 合成 ) 
作用 在 真 核 生物 、 而 不 作用 在 细菌 上 
环 已 酰 亚 胺 放 线 菌 酮 阻止 核糖 体 的 易 位 反应 (图 6-65、. 第 三 步 ) 
EEK 阻止 肽 基 转 移 酶 在 核糖 体 的 反应 (图 6-65 ,第 二 步 ) 
ROE 优先 结合 至 RNA RAM I ,而 阻止 mRNA 的 合成 


注 : 真 核 细胞 线粒体 (及 叶绿体 ) 和 细菌 在 对 抑制 物 的 敏感 性 上 相似 ,因此 有 些 抗生素 对 人 类 线粒体 有 毒害 

由 于 它们 阻 断 从 DNA 到 蛋白 质 过 程 中 的 特定 步 又， 所 以 表 6-3 中 所 列 的 许多 复合 物 对 细 
胞 生物 学 研究 很 有 用 。 在 这 类 实验 研究 中 最 常用 的 药物 有 氨 登 素 、 环 已 亚 腕 和顺 吟 考 素 ， 它 
们 都 特异 性 地 抑制 蛋白 质 合成 。 例 如 ， 在 真 核 细胞 中 ， 毛 霉 素 只 抑制 线粒体 内 〈 以 及 植物 的 
叶绿体 内 ) 核糖 体 上 的 蛋白 质 合成 ， 这 可 能 反映 出 这 些 细胞 器 起 源 于 原核 生物 〈 讨 论 见 第 14 
章 )， 相 比 之 下 ， 环 已 亚 胺 只 影响 细胞 质 内 的 核糖 体 。 顺 叭 霉 素 特别 有 意思 ， 因 为 它 是 连接 着 
氨基 酸 的 tRNA 的 结构 类 似 物 ， 因 而 是 另 一 个 分 子 模拟 的 实例 ;核糖 体 误 将 其 当成 真正 的 氨 
基 酸 ， 并 把 它 整合 到 生长 多 肽 链 C 端 ， 从 而 引起 多 肽 链 过 早 成 熟 和 释放 。 可 以 想到 ， 嘲 叭 霜 
素 抑制 原核 和 真 核 生 物 中 的 蛋白 质 合成 。 

描述 了 翻译 过 程 本 身 之 后 ， 现 在 我 们 讨论 它 的 产物 〈 细 胞 的 蛋白 质 ) 怎样 折 大 成 正确 的 
蛋白 质 还 在 合成 时 就 已 开始 折 起 

当 利 用 遗传 密码 合成 出 了 组 成 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 以 后 ， 基 因 表达 的 过 程 还 未 结束 。 为 
了 能 为 细胞 所 用 ， 这 些 新 合成 的 多 肽 链 必须 折 且 起 来 ， 形 成 它 独特 的 三 维 构 象 ， 结 合 上 任何 
活性 必需 的 小 分 子 辅助 因子 ， 再 由 蛋白 质 激酶 或 者 蛋白 质 修饰 酶 进行 适当 的 修饰 ， 并 与 同 它 
一 起 作用 的 其 他 蛋白 质 亚 基 正确 组 装 起 来 〈 图 6-79) 。 

上 面 所 列 的 所 有 蛋白 质 成 熟 步骤 需要 的 信息 最 终 包含 在 相连 的 氨基 酸 序 列 中 ， 它 们 由 核 


精 体 在 将 mRNA 分 子 翻译 成 多 肽 链 时 产生 。 第 3 章 讨论 过 ， 当 一 种 蛋白 质 折 释 成 紧密 的 结构 
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时 ， 它 将 大 部 分 朴 水 基 团 埋 人 内 部 核心 中 。 此 外 ， 还 在 分 子 不 
同 部 分 之 间 形 成 大 量 非 共 价 相互 作用 ， 正 是 所 有 这 些 能 量 上 有 
利 的 组 织 形式 的 总 和 决定 了 多 肽 链 最 后 的 折叠 模 式 一 一 作为 最 
低 自 由 能 构象 。 

当 多 肽 链 N 端 开始 不 断 伸 出 核糖 体 时 ， 无 论 是 为 了 它 采用 
的 构象 ， 还 是 为 了 能 迅速 地 折 释 ， 在 数 百 万 年 的 进化 历程 中 ， 
每 个 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 都 经 历 了 选择 。 许 多 实验 已 证 明 ， 一 
且 多 结构 域 蛋 白质 中 有 一 个 结构 域 从 核糖 体 合成 出 来 ， 它 就 在 
几 秒 钟 内 形成 一 个 密实 的 结构 ， 含 有 大 多 数 以 大 致 正确 的 方式 
排列 的 最 终 二 级 结构 (a BREA B THE) (图 6-80)。 对 于 许多 
蛋白 质 结构 域 来 说 ， 将 这 种 通常 是 开放 而 且 可 变 的 结构 称 作 熔 
球体 ， 它 是 一 个 相对 较 慢 过 程 的 起 点 ， 在 此 过 程 中 ， 许 多 侧 链 
经 过 调整 最 终 形成 正确 的 三 级 结构 。 然 而 ， 由 于 合成 一 个 大 小 
的 蛋白 质 需 要 几 分 钟 ， 所 以 许多 折 伙 过 程 在 核糖 体 释放 该 蛋白 
质 C 端 时 就 已 经 完成 了 (图 6-81)。 


分 子 伴侣 帮助 指导 许多 蛋白 质 的 折 和 三 


由 于 一 类 特殊 蛋白 质 〈 分 子 伴 倡 ) 的 存在 ， 所 以 许多 蛋白 
质 折 车 就 更 加 有 效 了 。 分 子 伴侣 之 所 以 对 细胞 有 用 ， 是 因为 存 
在 各 种 不 同 的 途径 将 一 种 蛋白 质 的 熔 球 体形 式 转变 成 蛋白 质 最 
终 紧 密 的 构象 。 对 于 许多 蛋白 质 而 言 ， 如 果 没 有 重新 设 定 折 合 
过 程 的 分 子 伴侣 的 干涉 ， 在 此 过 程 中 形成 的 一 些 中 间 产 物 将 聚 
集 起 来 ， 并 以 一 种 偏离 正 途 的 形式 而 存留 下 来 〈 图 6-82) 。 

对 不 允许 入 鸣 菌 体 在 其 中 进行 复制 的 大 肠 杆 菌 突变 株 进行 
研究 后 最 先 鉴定 出 了 分 子 伴侣 。 这 些 突变 株 产生 的 分 子 伴侣 装 
置 稍 有 改变 ， 结 果 在 病毒 蛋白 质 组 装 的 特定 步骤 存在 缺陷 。 分 
子 伴侣 属于 热 激 蛋白 〈 因 此 将 它们 命名 为 HSP)， 因 为 细胞 短 
暂 接触 升 高 的 温度 后 它们 的 量 就 会 显著 地 增加 〈 如 通常 在 37C 
生活 的 细胞 放 到 42 忆 中)， 这 反映 出 某 种 反馈 系统 在 运行 , 通 
过 增加 分 子 伴侣 的 合成 量 ， 帮 助 错误 折叠 的 蛋白 质 〈 如 升 高 温 
度 后 合成 的 蛋白 质 ) 重新 进行 折合 ， 从 而 对 这 些 蛋 白质 的 任何 
一 点 增加 做 出 反应 。 

真 核 细胞 至 少 有 两 个 主要 的 分 子 伴 介 家族: hsp60 和 
hsp70 蛋白 。 不 同 的 家 族 成 员 在 不 同 的 细胞 器 发 挥 作 用 。 因 
此 ， 正 如 第 12 章 讨论 的 ,线粒体 含有 它们 自己 的 hsp60 和 
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图 6-79 生成 一 个 功能 蛋白 质 
经 历 的 步骤 
如 图 所 示 ，mRNA 序列 在 核糖 体 上 
翻译 成 氨基 酸 序列 并 不 是 形成 蛋白 
质 过 程 的 终点 。 为 了 对 细胞 有 用 ， 
完整 的 多 肽 链 必 须 正确 地 折 双 成 它 
的 三 维 构象 ， 结 合 上 任何 必需 的 畏 
助 因子 ， 并 与 辅助 蛋白 质 一 起 组 装 
(如 果 有 的 话 )。 这 些 变化 受 非 共 价 
键 形成 的 推动 。 如 图 所 示 ， 许 多 组 
白质 也 在 经 过 选择 的 氨基 酸 上 发 生 
共 价 修饰 。 虽 然 最 频繁 的 修饰 是 蛋 
白质 糖 背 化 和 蛋白质 磷 酸化 ， 但 已 
知 有 超过 100 种 不 同 的 共 价 修 饰 类 
型 (图 4-35) 


hsp70 分 子 ， 它 们 与 细胞 质 中 发 挥 作 用 的 那些 伴侣 蛋白 不 同 ， 内 质 网 中 还 存在 一 种 特殊 的 


hsp70 〈 称 作 BIP) 帮助 折叠 蛋 白质 。 


在 帮助 其 他 蛋白 质 折 码 时 ，hsp60 类 似 蛋 白质 和 hsp70 蛋白 各 自 与 自己 的 少量 结合 蛋白 


质 共同 发 挥 作 用 。 它们 对 


全 折 县 蛋 白质 裸露 的 疏水 结构 区 域 有 共同 的 亲和力 ， 并 水 解 
ATP, 每 次 ATP 水 解 循环 通常 都 结合 或 释放 了 它们 的 蛋白 质 。 


在 其 他 方面 ， 两 种 hsp 蛋白 


功能 也 不 同 。hsp70 机 制 在 蛋白 质 生命 早期 就 开始 发 挥 作 用 ， 蛋 白质 离开 核糖 体 之 前 ， 就 已 
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质 最 终 折 疮 形式 更 加 开放 ， 也 不 那么 高 度 有 序 。 注意 
RAF a 螺旋 的 末端 散 开 了 并 且 其 中 一 个 螺旋 5 了 一 部 分 (经 Joshua 
Wand 允许 后 使 用 ， 摘 自 Y. Feng et al., Nat. struct. Biol. 1; 30~35, 1994) 


AE SE AR A 
开 核糖 体 后 完成 
折 登 的 C 端 
结构 域 
FRENK 
结构 域 


生长 中 的 多 肽 链 
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mRNA 核糖 体 


图 6-81 蛋白 质 的 共 翻 译 折 和 又 
图 中 所 示 的 生长 多 肽 链 刚 从 核糖 体 上 出 现时 就 获得 其 二 级 和 三 级 结构 。N 端 结构 域 首先 折 香 起 来 ， 此 时 
5 端 仍然 在 合成 。 在 这 种 情况 下 ， 到 此 时 为 止 还 没有 获得 最 终 构象 的 蛋白 质 从 核糖 体 上 释放 下 来 (摘自 


A. N. Federov and T. D. Baldwin. J. biol. chen. 2 2 


718，1997) 


结合 了 一 串 大 约 7 个 疏水 的 氨基 酸 〈 图 6-83)。 相 比 之 下 ，hsp60 类 似 蛋 白质 形成 一 个 巨大 的 
桶 状 结构 ， 在 蛋白 质 生命 晚期 ， 即 它 已 完全 合成 出 来 之 后 发 挥 作用 。 这 种 伴 倡 形成 一 种 “ 隔 
离 室 ”， 将 错误 折 肥 的 蛋白 质 装 起 来 ， 防 止 它们 积聚 ， 并 提供 一 种 有 利 环境 让 它们 尝试 重新 折 
Æ (图 6-84)。 
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REPRE BEATE 不 能 恢复 的 意外 


图 6-82 目前 有 关 绰 白质 折 双 的 观点 
新 合成 蛋白 质 的 每 个 结构 域 迅 速 到 达 “ 熔 球 ” 状 态 .。 随 后 的 折 愉 更 加 缓慢 且 经 由 多 条 途径 ， 常 常 涉及 分 子 伴 但 的 帮 
助 。 有 些 分 子 可 能 仍然 不 能 正确 折 登 ;它们 由 特殊 的 蛋白 酶 识别 和 降解 ， 这 在 前 面 解释 过 


核糖 体 


图 6-83 hsp70 分 子 伴侣 家 族 
这 些 蛋白 质 在 蛋白 质 折 和 登 早 期 发 挥 作用 ， 识 别 蛋 白质 表面 一 小 段 琉 水 氨基 酸 。 在 一 组 更 小 的 hsp40 蛋白 帮 
助 下 ， 一 个 hsp70 单 体 结合 它 的 目标 蛋白 质 ， 然 后 将 一 分 子 ATP 水 解 成 ADP， 从 而 发 生 构象 变化 ， 使 
hsp70 非常 牢固 地 钳 住 目标 蛋白 质 。hsp40 解 离 以 后 ，ATP 在 释放 ADP 后 迅速 地 重新 结合 ， 诱 导 hsp70 蛋 
白 解 离 。hsp 蛋白 迅速 的 结合 和 释放 循环 帮助 目标 蛋白 质 再 折合， 如 图 6-84 中 的 概括 说 明 


“+ J 


疏水 的 蛋白 
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图 6-84 hsp60 分 子 伴侣 家 族 的 结构 与 功能 
CA) 蛋白 质 再 折 登 的 催化 。 如 图 所 示 ， 错 误 折 维 的 蛋白 质 首先 由 一 个 桶 边缘 上 的 疏水 相互 作用 捕获 ， 随 后 ATP 以 及 一 
个 蛋白 质 帆 子 的 结合 增加 了 桶 边缘 的 直径 ， 这 可 以 短暂 地 打开 (部 分 解 折 登 ) 进入 的 蛋白 质 。 同 时 这 也 将 蛋白 质 限 制 在 
封闭 的 空间 内 ， 在 这 里 获得 新 的 折 查 机 会 。 大 约 15s 以 后 ，ATP 水 解 作 用 排出 蛋白 质 ， 无 论 它 是 否 折合， 然后 重复 循 
环 。 这 类 分 子 伴 介 也 称 作 伴侣 蛋白 ， 在 线粒体 中 命名 为 hap60， 在 将 椎 动物 细胞 质 中 叫做 TCP-1， 在 细菌 中 叫做 GroEL. 
如 图 所 示 ， 任 一 时 刻 该 对 称 桶 只 有 一 半 作 用 于 进入 的 蛋白 质 。(B) 结合 到 GroES 帽子 上 的 GroEL 结构 ， 利 用 X 射线 晶体 
学 得 到 ,左边 显示 的 是 桶 状 结构 的 外 侧 ， 右 边 是 其 中 央 纵 切面 图 [(B) 摘 自 B Bukace. and A. 1. Horwich, Cell 92， 
351 一 366，1998] 


暴露 的 朴 水 区 域 为 蛋白 质 质量 控制 提供 了 关键 信和 号 


如 果 短 时 间 内 将 放射 性 氨基 酸 加 入 到 细胞 内 ， 就 可 以 追踪 新 合成 的 蛋白 质 直 至 它们 最 终 
功能 形式 。 就 是 这 种 实验 表明 了 hsp70 蛋白 最 先 发 挥 作用 ， 当 蛋白 质 还 在 核糖 体 上 进行 合成 
时 ， 就 已 经 开始 了 ， 而 hsp60 类 似 蛋 白质 只 在 晚期 用 于 帮助 折 和 又 完整 的 蛋白 质 。 可 是 相同 的 
实验 也 揭示 出 新 合成 的 蛋白 质 只 用 一 部 分 参与 了 这 个 过 程 ;可 能 所 有 蛋白 质 大 约 有 20% 具 有 

” hsp70 分 子 伴侣 ，10% 有 hsp60 类 似 分 子 伴 但。 怎样 对 这 些 蛋白 质 进行 筛选 后 用 于 这 种 ATP 
HEAL I ET BEL EE? 

在 回答 这 个 问题 之 前 ,我 们 需要 暂停 一 下 ， 来 更 广泛 的 考虑 蛋白 质 的 翻译 后 命运 ， 在 表 
面 暴露 着 相当 大 的 疏水 氨基 酸 区 域 的 蛋白 质 通常 是 异常 的 : 它 或 者 在 离开 核糖 体 之 后 不 能 正 
确 折合 ， 随 后 会 发 生 部 分 解 折合 ， 或 者 不 能 找到 更 大 的 蛋白 复合 物 中 正常 的 伙伴 亚 基 。 这 种 
蛋白 质 不 仅仅 是 对 细胞 无 效 ， 还 可 能 有 害 。 许 多 具有 异常 暴露 玖 水 区 域 的 蛋白 质 能 发 生 聚 积 ， 
并 在 溶液 中 析出 。 我 们 应 当 看 到 ， 在 少见 的 情况 下 ， 确 实 发 生 了 这 种 聚积 并 引起 严重 的 人 类 
疾病 。 但 在 大 多 数 细胞 内 ， 强 大 的 蛋白 质量 控制 机 制 防止 了 这 种 灾难 的 发 生 。 
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考虑 到 这 种 背景 ， 就 毫 不 奇怪 细胞 会 进化 出 复杂 的 机 制 ， 识 别 并 消除 蛋白 质 上 的 疏水 区 
域 了 。 这 些 机 制 中 有 两 种 依赖 于 刚才 讨论 的 分 子 伴 但 ， 它 们 结合 到 该 区 域 ， 通 过 给 缺陷 蛋白 
质 再 次 折合 的 机 会 尝试 对 它 进 行 修复 。 同 时 通过 覆盖 玖 水 区 域 ， 这 些 伴侣 蛋白 瞬间 防止 了 蛋 
白质 聚积 。 自 身 能 迅速 而 又 正确 地 折 释 的 蛋白 质 并 不 会 展示 出 这 些 区域 ， 因 而 被 伴侣 蛋白 
略 过 。 

图 6-85 概括 了 细胞 为 一 个 难以 折合， 新 合成 的 蛋白 质 做 出 的 所 有 质量 控制 选择 。 如 图 所 
示 ， 如 果 尝 试 失 败 了 ， 就 会 引起 第 三 种 机 制 发 挥 作用 ， 由 蛋白 质 水 解 作用 将 该 蛋白 质 彻底 降 
解 掉 。 水 解 途径 起 始 于 蛋白 质 表 面 异常 疏水 区 域 的 识别 ， 结 束 于 将 整个 蛋白 质 呈 弟 到 一 种 蛋 
白质 破坏 装置 ， 它 是 一 种 称 作 蛋 白质 酶 体 的 复杂 蛋白酶 。 下 面 将 会 描述 到 ， 这 个 过 程 依赖 于 
一 个 复杂 的 蛋白 标记 系统 ， 该 系统 也 通过 在 细胞 内 破坏 选择 出 来 的 正常 蛋白 质 行使 其 他 重要 
功能 。 


一 --- 一 组 白 来 集 
新 合成 的 蛋白 
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时 间 增 加 


图 6-85 蛋白 质 合成 后 监控 蛋白 质量 的 细胞 机 制 
如 图 所 示 ， 新 合成 的 蛋白 质 有 时 正确 地 折 登 起 来 并 自由 决定 与 其 辅助 蛋白 组 装 ， 在 这 种 情况 下 它 单独 存在 。 
不 完全 折 稚 的 蛋白 质 由 分 子 伴侣 帮助 重新 折 和 倒 :首先 由 hsp70 蛋白 提供 帮助 ， 如 果 失 败 ， 接 着 由 hsp60 类 
似 得 白质 提供 帮助 。 在 两 种 情况 下 ， 进 入 的 蛋白 质 申 它们 表面 异常 裸露 出 的 疏水 区 识别 。 这 些 过 程 与 一 个 
不 同 的 系统 竞争 ， 该 系统 识别 异常 裸露 区 并 将 含有 它 的 蛋白 质 转 移 到 蛋白 酶 体 中 进行 彻底 的 降解 。 细 胞 中 
防止 大 坡 蛋 白质 聚集 需要 所 有 这 些 过 程 组 合 起 来 发 挥 作用 ， 和 蛋白 质 上 面 许多 玻 水 区 凝集 在 一 起 时 会 发 生 这 
种 聚集 并 从 溶液 中 成 块 沉淀 出 来 


蛋白 酶 体 降解 细胞 内 大 部 分 新 合成 的 蛋白 质 


细胞 迅速 地 清除 了 翻译 过 程 的 失败 产物 。 最 新 的 实验 研究 表明 ， 作 为 刚才 描述 的 蛋白 质 
质量 控制 的 结果 ， 多 达 1/3 新 合成 的 多 肽 链 被 选择 出 来 迅速 降解 掉 。 真 核 生 物 中 最 终 清除 装 
曾 是 蛋白 酶 体 ， 它 是 一 种 广泛 存在 的 依赖 ATP 的 蛋白 酶 ， 大 约 占 细胞 蛋白 质 的 1%。 该 蛋白 
酶 体 以 大 量 的 拷贝 数 分 散 存 在 于 细胞 质 和 细胞 核 内 ， 还 作用 于 内 质 网 的 蛋白 质 CER), 那些 
进入 ER 后 或 者 不 能 折 和 看 ， 或 者 不 能 正确 组 装 的 蛋白 质 ， 由 基于 ER 的 监视 系统 识别 ， 并 将 
它们 反 转 移 到 细胞 质 中 进行 降解 〈 讨 论 见 第 12 章 ) 。 

每 个 蛋白 酶 体 呈 一 个 中 空 的 圆柱 体 〈20S 核心 蛋白 酶 体 )， 含 有 多 个 蛋白 质 亚 基 构成 ， 它 
们 以 4 个 七 聚 体 环 堆 秋 成 圆柱 体 而 组 装 起 来 。 这 些 亚 基 中 有 些 是 不 同 的 蛋白 酶 ， 其 活性 位 点 
面向 圆 简 内 腔 [ 图 6-86(A)]。 该 圆 简 两 端 通常 结合 有 一 个 巨大 的 蛋白 质 复合 物 (19S 帽子 )， 
含有 将 近 20 种 不 同 的 多 肽 [图 6-86(B)]。 帽 子 亚 基 包括 至 少 6 种 水 解 ATP 的 蛋白 质 ， 这 些 
ATP 酶 位 于 圆 简 边缘 附近 ， 通 常 认为 它们 能 将 蛋白 酶 折 倒 ， 以 便 用 于 消化 ， 并 将 它们 转移 至 
内 腔 用 于 和 蛋白质 水 解 。 蛋 白 酶 体 的 关键 功能 ， 也 是 它 自身 结构 复杂 的 原因 之 一 ， 就 是 其 机 制 
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的 持续 作用 的 能 力 : 与 “简单 ”的 蛋白 酶 在 解 离 之 前 只 切割 多 肽 一 次 相 比 ， 蛋 白 酶 体 使 整个 
底 物 保持 结合 状态 ， 直 到 它 全 部 转变 成 短 肽 片段 为 止 。 


(A) 


图 6-86 蛋白 酶 体 
CAD 利用 X 射线 晶体 学 得 到 的 20S 中 央 圆 简 结构 剖面 图 ， 红 点 表示 蛋白 酶 活性 位 点 。(B) 整个 蛋白 酶 体 的 结构 ， 
其 中 中 央 贺 简 〈 黄 色 ) 两 个 末端 各 添加 一 个 19S 帽子 ， 其 结构 已 用 电镜 成 像 电脑 处 理 得 到 。 这 个 复杂 帽子 选择 性 
地 结合 那些 已 标记 过 的 要 降解 的 蛋白 质 ; 然后 它 利用 ATP 水 解 使 它们 的 肽 链 解 折 得 ， 并 将 它们 放 到 20S 圆 简 内 
部 空间 降解 成 小 肽 段 [(B) 摘 自 W. Baumeister et al., Cell 92; 367~380, 1998. © Elsevier] 


19S 帽子 作为 进入 内 部 酶 解 腔 室 和 人口 处 的 调节 “大 门 "， 也 负责 将 目标 蛋白 质 底 物 结合 到 
蛋白 酶 体 上 。 除 少数 情况 例外 ， 和 蛋白 酶 体 作用 于 那些 已 经 由 多 个 称 作 泛 素 的 共 价 相连 小 蛋白 
质 特异 性 标记 用 于 降解 的 蛋白 质 [图 6-87(A)]。 泛 素 在 细胞 内 或 者 游离 存在 ， 或 者 共 价 结合 
到 各 种 细胞 内 蛋白 质 上 。 对 于 大 多 数 这 种 蛋白 质 而 言 ， 由 泛 素 进行 的 这 种 标记 导致 它们 被 蛋 
白 酶 体 降解 掉 。 


一 种 复杂 的 泛 素 结合 系统 标记 将 要 降解 的 蛋白 质 


泛 素 用 于 和 其 他 蛋白 质 在 ATP 依赖 的 泛 素 激活 酶 〈(E1) 的 催化 下 进行 结合 ， 这 种 酶 作 
用 后 生成 一 个 活化 的 泛 素 蛋白 ， 它 再 转移 到 一 组 泛 素 结合 酶 (E2 其 中 一 个 上 面 。E2 酶 与 辅 
助 蛋白 质 〈E3) 联合 作用 。 在 称 为 泛 素 连接 酶 的 E2-E3 复合 体 中 ，E3 组 分 结合 到 蛋白 质 中 
特殊 的 降解 标记 上 ， 从 而 帮助 E2 形成 与 底 物 蛋 白质 赖 氨 酸 相连 的 多 泛 素 链 。 在 该 链 中 ， 每 
个 泛 素 C 端 残 基 与 前 面 泛 素 上 面 特定 的 赖 氨 酸 相连 ， 形 成 了 一 个 线性 的 泛 素 - 泛 素 连接 [图 6- 
87(B)]。 正 是 靶 蛋 白质 上 这 种 多 泛 素 链 ， 由 蛋白 酶 体 中 特异 的 受 体 进行 识别 。 

哺乳 动物 中 存在 大 约 30 种 结构 相似 但 不 同 的 E2 酶 ， 以 及 和 特定 的 E2 酶 形成 复合 体 的 
数 百 种 不 同 的 E3 蛋白 。 因 此 泛 素 蛋白 酶 体系 统 由 许多 不 同 、 但 组 织 形式 相似 的 蛋白 质 水 解 
途径 组 成 ， 该 途径 普遍 在 “上 部 ”有 一 个 El 酶 ,“ 底 部 ”有 一 个 蛋白 酶 体 ， 并 在 E2-E3 泛 素 
连接 酶 和 辅助 因子 的 组 成 方面 不 同 。 不 同 的 泛 素 连接 酶 识别 不 同 的 降解 信号 ， 并 因而 对 细胞 
内 具有 这 些 信号 的 不 同 蛋 白质 部 分 进行 降解 。 

变性 的 或 其 他 情况 下 错误 折 秋 的 蛋白 质 ， 以 及 含有 已 氧化 或 其 他 异常 氨基 酸 的 蛋白 质 ， 
被 识别 出 来 并 破坏 掉 ， 因 为 异常 蛋白 质 倾向 于 在 表面 呈现 出 氨基 酸 序列 或 构象 模式 ， 它 们 作 


为 降解 信号 ， 由 泛 素 -蛋白 酶 体系 统 中 一 组 E3 分 子 进 行 识别 ;在 正常 的 这 类 蛋白 质 中 ， 这 些 
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图 6-87 泛 素 以 及 用 多 泛 素 链 标记 蛋白 质 
CA) 泛 素 的 三 维 结构 ， 这 个 相对 较 小 的 蛋白 质 含 有 76 个 氨基 酸 。 (B) 泛 索 的 C 端 最 初 与 El 蛋白 上 的 半 胱 氨 酸 侧 链 形 
成 一 个 高 能 硫 酯 键 而 活化 。 该 反应 需要 ATP， 并 经 过 一 个 共 价 AMP 泛 素 中 间 产 物 。E1， 也 称 作 泛 素 活化 酶 ， 上 面 活 
化 的 泛 素 然后 转移 到 一 组 E2 分 子 的 半 胱 氨 酸 上 。 这 些 E2 与 更 大 的 E3 分 子 家 族 形 成 复合 物 。(C) 目标 蛋白 质 上 增加 一 
REER. MAB AMP ALA 300 种 不 同 的 E2-E3 复合 物 ， 它 们 每 个 都 通过 E3 组 分 识别 目标 蛋白 质 上 不 同 的 降 
解 信号 。E2 称 作 泛 素 结合 酶 .传统 上 将 E3 称 为 泛 素 连接 酶 ， 但 是 这 样 称呼 有 功能 的 E2-E3 复合 物 会 更 加 精确 一 些 


序列 当然 必须 深 埋 起 来 ， 因 而 不 能 接触 到 。 然 而 ， 识 别 并 破坏 异常 蛋白 质 的 蛋白 质 水 解 途 径 ， 
必须 能 够 区 分 具有 错误 构象 的 完整 的 蛋白 质 ， 及 还 未 实现 正常 折 又 构象 的 仍 在 核糖 体 上 生长 
的 许多 多 肽 〈 以 及 刚 从 核糖 体 上 释放 的 多 肽 )。 这 并 不 是 一 个 无 关 紧要 的 问题 ; 泛 素 -蛋白 酶 
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系统 据 认 为 会 破坏 某 些 新 生 的 和 刚 合 成 的 蛋白 质 分 子 ， 不 是 因为 这 些 蛋 白质 像 这 样 异 常 ， 而 
是 因为 它们 短暂 地 暴露 了 深 埋 在 成 熟 〈 折 笃 ) 状态 中 的 降解 信号 。 


许多 蛋白 质 受 到 可 调 型 破坏 的 控制 


刚才 描述 过 ， 细 胞 内 蛋白 质 水 解 机 制 的 功能 之 一 就 是 识别 和 清除 错误 折 符 以 及 不 正常 的 
蛋白 质 。 但 是 这 些 蛋 白质 水 解 途径 另 一 个 功能 却 是 赋予 特定 的 正常 蛋白 质 以 短 半 训 期 ， 它 们 
的 浓度 必须 随 细胞 所 处 状态 的 改变 而 迅速 变化 。 这 些 短 寿命 蛋白 质 有 些 在 任何 时 候 都 迅速 被 
降解 ， 而 其 他 许多 只 是 有 条 件 地 短 寿 命 ， 即 在 某 种 条 件 下 ， 它 们 在 代谢 上 是 稳定 的 ， 如 果 细 
胞 状态 发 生 改 变 ， 就 变 得 不 稳定 了 。 例 如 ， 有 丝 分 裂 周 期 蛋白 在 整个 细胞 周期 寿命 都 是 长 寿 
命 的 ， 一 旦 到 达 有 丝 分 裂 结束 时 就 突然 降解 掉 ， 这 些 将 在 第 17 章 解释 。 

怎样 控制 蛋白 质 的 这 种 受 调节 的 破坏 呢 ? 已 知 存在 多 种 不 同 的 机 制 ， 本 书后 面 会 就 这 一 
方面 通过 特定 例子 给 予 说 明 。 在 一 类 通用 机 制 中 [图 6-88(A)]，E3 的 磷酸 化 或 者 E3 蛋白 结 
合 一 种 特殊 的 小 或 大 分 子 引起 它 的 别 构 转变 ， 打 开 了 泛 素 连接 酶 的 活性 。 例 如 ， 促 后 期 复合 
体 (APC) 是 一 种 多 亚 基 泛 素 连接 酶 ， 在 有 丝 分 裂 中 ， 由 于 与 细胞 周期 同步 的 亚 基 的 加 入 而 
激活 。 然 后 激活 的 APC 引起 有 丝 分 裂 周期 蛋白 和 其 他 多 种 中 期 -后 期 转变 调节 因子 的 降解 
(图 17-20)。 

作为 选择 ， 在 应 答 细胞 内 信号 或 者 环境 中 信号 时 ， 蛋 白质 内 可 以 产生 一 种 降解 信号 ， 引 
起 自身 迅速 泛 素 化 ， 并 由 蛋白 酶 体 破坏 掉 。 一 种 常见 的 产生 这 种 信号 的 方式 就 是 将 蛋白 质 的 
一 个 特殊 位 点 磷酸 化 ， 从 而 暴露 出 正常 情况 下 深 埋 起 来 的 降解 信号 。 另 一 种 暴露 这 种 信号 的 
方式 就 是 某 个 蛋白 质 亚 基 可 调节 性 地 解 离 。 最 后 ， 假 如 肽 键 的 一 次 切割 产生 一 个 新 的 N 端 ， 
并 由 特定 的 E3 识别 成 “去 稳定 的 ”N 端 残 基 [ 图 6-88(B)]， 也 可 以 产生 强大 的 降解 信号 。 

N 端 类 型 降解 信号 的 出 现 是 因为 “N 端 规 则 ”， 这 个 规则 将 蛋白 质 在 体内 的 半衰期 与 它 的 
N 端 残 基 关 联 起 来 。20 种 标准 氨基 酸 中 ， 有 12 种 在 芽 殖 酵母 N 端 规则 中 属于 去 稳定 残 基 
(Arg, Lys, His, Phe, Leu, Tyr, Trp, ILe, Asp, Glu, Asn 和 Gln)。 这 些 去 稳定 N 端 
残 基 申 一 种 特殊 的 泛 素 连接 酶 识别 ， 从 酵母 到 人 类 中 ， 它 都 很 保守 。 

我 们 已 经 看 到 ， 所 有 最 初 合 成 的 蛋白 质 都 有 一 个 甲 硫 氨 酸 〈 或 者 细菌 中 的 甲 酰 甲 硫 氨 酸 ) 
作为 它们 的 N 端 残 基 ， 在 N 端 规则 中 ， 它 是 一 个 稳定 的 残 基 。 一 种 称 作 甲 硫 氨 酸 氨 肽 酶 的 特 
殊 蛋 白 酶 常常 将 新 生 蛋 白质 的 第 一 个 甲 硫 氨 酸 除去 ， 但 是 只 有 当 第 二 个 残 基 在 酵母 类 型 N 端 
规则 中 也 属于 稳定 残 基 时 ， 它 们 才 会 这 样 做 。 因 此 ， 最 初 不 清楚 N 端 规则 底 物 在 体内 是 如 何 
形成 的 。 然 而 最 近 已 经 发 现 ， 将 姐妹 染色 单 体 维系 在 一 起 的 蛋白 质 复 合 物 ， 粘 连 蛋 白 的 一 个 
亚 基 在 中 期 -后 期 转变 时 受到 一 个 位 点 特异 蛋白 酶 的 切割 。 这 种 受 细胞 周期 调节 的 切割 使 姐妹 
染色 质 分 离 ， 并 导致 有 丝 分 裂 的 完成 〈 图 17-26)。 被 切割 的 亚 基 C 端 片 段 拥有 一 个 N 端 精 氨 
M, CE N 端 规则 中 是 一 种 去 稳定 残 基 。 缺 少 N 端 规 则 途径 的 突变 体 细胞 显示 出 大 大 增加 的 
染色 体 丢 失 概率 ， 这 可 能 是 因为 无 法 降解 掉 这 个 粘连 蛋白 亚 基 片 段 ， 因 而 干扰 了 下 一 细胞 周 
期 中 新 的 染色 质 结合 粘连 蛋白 复合 体 的 形成 。 


异常 折合 的 蛋白 质 能 够 积聚 起 来 ， 引 起 破坏 性 的 人 类 疾病 


如 果 细 胞 所 有 的 蛋白 质量 控制 失效 了 ， 就 会 在 受 影响 的 细胞 内 形成 巨大 的 蛋白 质 积聚 物 
(图 6-85)， 有 些 这样 的 积聚 物 通过 吸收 重要 的 大 分 子 结合 到 它们 上 面 ， 能 够 严重 地 破坏 细胞 ， 
甚至 引起 细胞 死亡 。 组 织 内 从 死亡 细胞 中 释放 的 蛋白 质 积 聚 物 倾向 于 在 细胞 周围 的 胞 外 基质 


中 积累 ， 在 极端 情况 下 它们 也 能 破坏 组 织 。 由 于 大 脑 由 高 度 组 织 起 来 的 神经 细胞 形成 ， 所 以 
+ 404 + 


(A) 泛 素 连接 酶 的 激活 


ER E 配 体 结合 造成 的 别 构 转换 蛋白 亚 基 加 入 造成 的 别 构 转换 


(B) 降解 信号 的 激活 
[ADP] 
Oh RÉ 
蛋白 激酶 的 磅 酸化 蛋白 解 离 造成 暴露 造成 失去 稳定 性 的 N 端 


图 6-88 两 种 诱导 特定 蛋白 质 降解 的 一 般 方式 
分 子 的 激活 产生 一 个 新 的 泛 案 连 接 酶 。(B) 将 要 降解 的 蛋白 质 中 产生 一 个 裸露 的 信号 ， 
泛 素 连接 酶 ， 从 而 在 目标 蛋白 质 上 使 附近 的 一 个 赖 氨 酸 增加 一 条 多 泛 素 链 ， 已 知 图 中 
所 示 的 全 部 6 条 途径 都 被 细胞 用 于 诱导 经 过 选择 的 蛋白 质 进入 蛋白 酶 体 


CA) 特定 E3 
这 个 信 


它 特别 容易 受伤 害 。 因 此 ， 毫 不 奇怪 蛋白 质 积累 主要 引起 神经 变性 疾病 。 其 中 最 著名 的 就 是 
享 庭 顿 病 和 阿尔 茨 海 默 病 一 一 后 者 在 当今 世界 2000 多 万 人 中 引起 与 年 龄 有 关 的 痴呆 。 

特定 的 某 种 蛋白 质 积聚 要 存活 ， 生 长 并 破坏 生物 体 ， 就 必须 对 细胞 外 部 和 内 部 的 蛋白 酶 
解 作 用 具有 高 度 的 抵抗 力 。 许 多 引发 问题 的 蛋白 质 聚 集 物 能 形成 原 纤维 ， 它 们 由 许多 多 肽 链 
以 连续 的 B 折 释 一 层 一 层 堆 公 起 来 而 形成 。 这 种 所 谓 的 交叉 B 纤 维 [图 6-89CC)] 对 蛋白 质 水 解 
作用 倾向 于 高 度 抗 性 ， 这 种 抵抗 力 可 能 解释 了 为 什么 在 蛋白 质 聚 集 物 引 起 的 如 此 多 神经 生物 
学 紊乱 中 都 能 观测 到 这 种 结构 ， 它 在 这 些 紊 乱 情况 中 产生 了 异常 的 着 色 沉 积 ， 称 为 淀粉 样 
A. 
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A) 
非常 罕见 的 


© 结构 变化 <> 


(B) 淀粉 状 佛 白 纤维 结构 的 传染 性 散播 
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图 6-89 引发 人 类 疾病 的 蛋白 质 聚集 
CAD 简要 说 明 产 生 交 叉 B 纤 维 的 蛋白 质 中 发 生 的 构象 变化 类 型 。(B) 该 图 说 明了 对 及 病毒 很 重要 的 蛋白 质 聚集 的 自我 
感染 特性 。PrP 非常 特殊 ， 因 为 该 蛋白 质 链 的 错误 折 双 形式 ， 称 为 PrP* ， 诱 导 它 接触 的 正常 蛋白 质 改变 构象 ， 如 图 所 
未 。 大 多 数 蛋 白质 聚集 引起 的 人 类 疾病 是 因为 过 量 合成 特别 容易 聚集 的 变 体 蛋白 质 ， 但 由 于 这 种 结构 不 以 这 种 方式 感 
集 ， 所 以 它 不 能 在 动物 之 间 传 播 。(C) 交 叉 B 纤 维 图 , 它 是 在 多 种 人 类 疾病 中 发 现 的 一 种 常见 抗 蛋白 酶 的 蛋白 质 聚 集体 。 
由 于 在 B 片 居中 多 肽 骨架 原子 (图 3-9) 之 间 形 成 所 键 相互 作用 ,许多 不 同 异 常 折叠 的 蛋白 质 都 能 形成 这 种 结构 。(D)PrP 
向 PrP* 转变 的 多 种 模型 之 一 ,显示 了 两 个 = 螺旋 可 能 变 成 4 个 B 折 和 鸽 链 。 虽 然 已 经 精确 地 得 到 了 正常 蛋白 的 结构 ,但 还 
不 清楚 感染 形式 的 结构 ,因为 聚集 妨碍 了 标准 结构 分 析 技术 的 使 用 [(C) 经 Louise Serpell 允许 后 使 用 ,摘自 M. Sunde et 
al J. Mol. Biol. 273:729 一 739,1997;(D) 改 编 自 S. B Prusiner ,Trends Biochem, Sci, 21:482 一 487,1996] 


病 不 同 ， 如 果 第 二 种 生物 食用 了 含有 蛋白 质 聚 集 物 的 某 个 组 织 ， 肝 病毒 病 能 从 一 个 生物 体 传 
播 到 另 一 个 生物 体 。 一 系列 疾病 [在 羊 中 称 为 羊 痒 病 ， 在 人 类 中 称 为 Creutz feldt-jacob 
(CID) 病 ， 在 牛 中 称 为 牛 海绵 体 脑病 (BSE)] 都 由 一 种 称 作 PrP (肝病 毒 蛋 白 ) 的 蛋白 质 错 
误 折 且 和 聚集 形式 引起 。PrP 通常 位 于 细胞 质 膜 外 表面 ， 最 显著 的 是 位 于 神经 元 中 。 它 的 正 
常 功能 还 不 清楚 。 然 而 不 幸 的 是 ，PrP 有 一 种 特性 ， 即 能 变 成 非常 特别 的 畸形 构象 [图 6-89 
(A)]。 这 种 构象 不 仅 形成 了 抗 蛋白 酶 水 解 的 交叉 B 纤维 ; 而 且 它 还 具有 “感染 性 ”， 因 为 它 
将 正常 折 苔 的 PrP 分 子 转变 成 同样 的 形式 。 这 种 特性 产生 正 反馈 环 ， 使 畸形 的 PrP 称 作 
PrP* [图 6-89(B)]， 发 生 增 殖 ， 并 因而 使 PrP 能 够 在 大 脑 内 从 一 个 细胞 迅速 传播 到 另 一 个 细 
胞 ， 引 起 动物 和 人 类 的 死亡 。 食用 含有 PrP 的 动物 组 织 是 危险 的 ， 在 英国 观察 到 BSE (通常 
称 “ 疯 牛 病 ") 从 牛 向 人 类 的 传播 已 证 实 了 这 一 点 。 

幸运 的 是 ， 如 果 不 存 在 PrP" ， 就 很 难 转变 成 畸变 形式 。 尽 管 几乎 没有 蛋白 质 可 能 错误 折 
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HAE RPE EE ESR eI MRES SY “ES IGE”. 
从 DNA 到 蛋白 质 要 经 过 许多 步骤 


到 现在 为 止 我 们 在 本 章 已 经 看 到 ， 从 包含 在 基因 中 的 信息 合成 出 一 个 正确 折 秋 的 蛋白 质 
需要 许多 不 同 的 化 学 反应 (图 6-90)。 因 此 ， 细 胞 内 正确 折叠 的 蛋白 质 最 终 水 平 依赖 于 这 么 多 
步骤 中 每 一 步 的 效率 。 
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图 6-90 ”一 个 真 核 细 胞 蛋白 质 的 合成 
真 核 细胞 中 每 个 蛋白 质 最终 水 平 决定 于 图 中 所 描绘 的 每 个 反应 步 又 的 效率 


第 7 章 我 们 将 讨论 细胞 拥有 根据 其 需要 改变 蛋白 质 水 平 的 能 力 。 从 理论 上 讲 ， 对 于 每 个 
蛋白 质 ， 图 6-90 中 的 任何 或 者 所 有 步骤 ， 可 以 受到 细胞 的 调节 。 然 而 ,我 们 在 第 7 章 会 看 
到 ， 转 录 起 始 是 细胞 调节 每 个 基因 表达 最 常见 的 点 ， 之 所 以 这 样 是 因为 防止 基因 表达 最 有 效 
的 方式 就 是 阻止 第 一 步 CDNA 序列 转录 成 RNA 分 子 ) 的 发 生 。 
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小 结 


a 


mRNA 分 子 的 核 昔 酸 序 列 翻译 成 蛋白 质 在 细胞 质 中 称 作 核糖 体 的 巨大 核糖 核 蛋 白 组 装 物 
上 进行 。 用 于 蛋白 质 合成 的 氨基 酸 首先 结合 到 一 类 tRNA 分 子 上 ， 它 们 每 一 个 都 能 通过 互补 
碱 基 配对 相互 作用 识别 mRNA 中 特定 的 一 套 核 蔡 酸 三 联 体 (密码 子 )。 然 后 mRNA 中 的 核 葵 
酸 序 列 根据 遗传 密码 ， 以 3 个 一 组 从 一 端 向 另 一 端 阅读 。 

为 了 起 始 翻译 ， 核 糖 体 小 亚 基 在 起 始 密 码 子 位 置 结合 上 mRNA 分 子 ， 该 密码 子 由 一 个 独 
特 的 起 始 tRNA 分 子 识别 。 核 糖 体 大 亚 基 结合 上 来 以 后 ， 形 成 完整 的 核糖 体 ， 并 开始 蛋白 质 
合成 的 延伸 阶段 。 在 此 阶段 中 ， 通 过 密码 子 和 反 密 码 子 之 间 形 成 互补 碱 基 配 对 ， 氨 酰 -LRNA 
《每 个 拥有 一 个 特殊 的 氨基 酸 ) 依次 与 mRNA 中 的 适当 密码 子 结合 。 通 过 循环 三 个 连续 步骤 
的 方式 ， 每 个 氨基 酸 加 到 生长 多 肽 链 的 CH. 首先 氮 酰 -tRNA 结合 上 ， 然 后 形成 肽 键 ， 再 进 
行 核糖 转 位 。mRNA 分 子 一 个 密码 接 一 个 密码 地 沿 5 一 3' 方 向 前 进 ， 穿 过 核糖 体 直到 到 达 3 
个 终止 密码 子 中 的 一 个 。 接 着 一 种 释放 因子 结合 到 核糖 体 上 ， 终 止 了 翻译 并 释放 完整 的 多 肽 。 

真 核 生 物 与 原核 生物 的 核糖 体 密切 相关 ， 尽 管 它们 的 rRNA 和 蛋白 质 成 分 的 数量 与 大 小 
方面 存在 差别 。rRNA 在 翻译 中 发 挥 主要 作用 ， 它 决定 了 核糖 体 的 整体 结构 ， 形 成 了 tRNA 
结合 位 点 ， 并 将 URNA 与 mRNA 中 的 密码 子 匹配 ， 还 提供 了 肽 酰 转 移 栈 活性， 在 翻译 时 将 氨 
基 酸 连接 起 来 。 

在 蛋白 质 合成 的 最 后 一 步 ， 两 种 不 同 的 分 子 伴侣 指导 了 多 肤 链 的 折 和 登 。 这 些 称 作 hsp60 
和 hsp70 的 伴侣 蛋白 ， 识 别 蛋白 质 上 暴露 出 来 的 杖 水 区 域 ， 并 帮助 防止 蛋白 质 聚集 ， 在 其 他 
情况 下 ， 这 种 聚集 会 与 新 合成 的 蛋白 质 折 登 成 正确 的 三 维 构象 竞争 。 这 种 蛋白 质 折 和 登 过 程 也 
必须 与 高 度 复杂 的 质量 控制 机 制 竞 争 ， 该 机 制 破坏 具有 异常 暴露 疏水 区 域 的 蛋白 质 。 在 这 种 
情况 下 ， 通 过 泛 素 连接 酶 将 泛 素 共 价 结 合 到 错误 折合 的 蛋白 质 上 ， 结 果 形 成 的 多 泛 素 链 由 眉 
白 酶 体 上 的 帽子 识别 ， 从 而 将 整个 蛋白 质 转移 至 蛋白 酶 体内 部 用 于 蛋白 酶 解 降 解 。 存 在 一 种 
密切 相关 的 蛋白 酶 解 机 制 ， 基 于 由 泛 素 连接 酶 识别 的 特殊 降解 信号 ， 用 来 决定 许多 正常 折 盘 
蛋白 的 生命 周期 。 通 过 这 种 机 制 ， 将 被 选 定 的 正常 蛋白 质 从 细胞 清除 ， 作 为 对 特定 信号 的 
应 答 。 


RNA 世界 与 生命 的 起 源 


为 了 完全 理解 现今 活 细胞 内 部 进行 的 过 程 ， 我 们 需要 考虑 它们 是 怎样 在 进化 中 出 现 的 。 
所 有 这 类 问题 中 最 基本 的 就 是 遗传 信息 的 表达 ， 在 今天 它 需 要 特别 复杂 的 装置 ， 并 经 过 一 个 
RNA 中 间 物 后 ， 从 DNA 到 达 蛋 白质 。 这 种 机 制 怎样 产生 的 呢 ? 一 种 观点 认为 在 现代 细胞 出 
现 以 前 ， 地 球 上 存在 一 个 RNA 世界 (图 6-91)。 根 据 这 种 假说 ， 在 原始 细胞 中 ，RNA 不 仅 
储存 了 遗传 信息 ， 而 且 催化 了 化 学 反应 。 只 是 在 进化 的 后 期 ，DNA 才 取 代 RNA 作为 遗传 物 
质 ， 而 蛋白 质 也 成 为 细胞 主要 的 催化 剂 和 结构 组 分 。 如 果 这 种 观点 是 正确 的 ， 那 么 从 RNA 
世界 进行 的 转变 尚未 完成 ， 因 为 本 章 我 们 已 经 看 到 ，RNA 仍然 催化 现代 细胞 中 多 种 基本 反 
应 ， 因 而 可 将 其 视 为 早期 世界 的 分 子 化 石 。 

这 一 部 分 概括 了 一 些 支持 RNA 世界 假说 的 观点 。 我 们 会 看 到 ， 对 于 现今 细胞 许多 更 令 
人 奇怪 的 特征 ， 例 如 ， 核 糖 体 和 前 体 mRNA 的 剪接 装置 ， 如 果 把 它们 看 成 是 RNA 世界 中 主 
宁 细 胞 代谢 的 由 RNA 介 导 的 相互 作用 形成 的 互 杂 网 络 的 衍生 物 ， 就 非常 容易 解释 了 。 我 们 
也 讨论 DNA 可 能 是 怎样 接替 作为 遗传 物质 的 ， 遗 传 密码 是 怎样 出 现 的 ， 以 及 蛋白 质 是 怎样 
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取代 RNA 行使 现今 细胞 中 大 量 的 生物 化 学 催化 作用 的 。 


a 
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= + in i a a a 
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图 6-91 宇宙 的 时 间 线 ， 表 明了 生物 系统 早期 存在 着 一 个 RNA 世界 


生命 需要 自我 催化 作用 《〈 自 催化 ) 


曾 有 人 提出 地 球 上 第 一 个 “生物 ”分 子 是 由 基于 金属 的 催化 作用 在 矿物 的 结晶 表面 形成 
的 。 从 理论 上 讲 ， 一 种 复杂 的 分 子 合 成 及 降解 体系 代谢 ) 早 在 第 一 个 细胞 出 现 以 前 ， 是 可 
能 在 这 些 表面 上 存在 的 。 但 是 生命 需要 具有 一 种 关键 特性 的 分 子 ， 能 够 催化 那些 直接 或 间接 
生成 与 它们 自身 相似 的 更 多 分 子 的 反应 。 拥 有 这 种 特殊 的 自我 促进 功能 的 催化 剂 能 利用 原 材 
料 对 自身 进行 增殖 ， 因 而 改变 这 些 相同 原材料 的 去 向 ， 不 再 生成 其 他 物质 。 但 是 在 早期 细胞 
中 什么 样 的 分 子 有 这 种 自我 催化 功能 呢 ? 在 现今 细胞 中 ， 功 能 最 多 样 的 自我 催化 剂 就 是 多 肽 ， 
它们 申 许多 氨基 酸 组 成 ， 具 有 化 学 上 不 同 的 侧 链 ， 因 此 ， 能 够 采用 充满 活性 化 学 基 团 的 不 同 
三 维 构象 。 但 是 ， 虽 然 多 肽 作为 催化 剂 时 功能 多 种 多 样 ， 还 没有 已 知 的 途径 ， 使 一 种 分 子 能 
够 直接 通过 指令 形成 另外 的 序列 完全 相同 的 分 子 来 对 自身 进行 增殖 。 


多 聚 核 昔 酸 不 仅 能 储存 信息 ， 还 能 够 催化 化 学 反应 


多 聚 核 共 酸 拥有 一 种 特性 ， 与 多 肽 的 特性 形成 对 比 ， 它们 直接 指导 自身 序列 的 形成 。 这 
种 能 力 依赖 于 核 苷 酸 亚 单位 的 互补 碱 基 配 对 ， 这 种 配对 使 一 条 多 聚 核 苷 酸 能 用 作 形 成 另 一 条 
的 模板 。 我 们 在 本 章 以 及 前 一 章 已 经 看 到 ， 这 种 互补 模板 机 制 是 现今 细胞 DNA 复制 和 转录 
的 中 心 所 在 。 

但 是 由 这 种 互补 模板 机 制 进行 有 效 的 合成 ， 需 要 催化 剂 来 促进 多 聚 化 反应 : 没有 催化 剂 ， 
多 聚 体 的 形成 就 很 慢 ， 易 出 现 错误 ， 且 效率 不 高 。 
现在 基于 模板 的 核 芽 酸 多 聚 化 由 蛋白 酶 迅速 地 催化 ， | 
如 DNA RARA RNA RANE. 但 是 在 具有 适当 催 


化 特异 性 的 蛋白 质 存在 之 前 是 怎样 进行 催化 的 呢 ? Qw cay 


1982 年 首先 得 到 了 其 中 一 个 答案 ， 那 时 发 现 RNA 

本 身 能 作为 催化 剂 发 挥 作用 。 本 章 我 们 已 经 看 到 ， N "QU aay 
RNA 3}F Je BEE AN PC Y 

IEAI. RNA 分 子 既 作为 信息 载体 ， 又 作为 催化 剂 的 

独特 潜能 构成 了 RNA 世界 假说 的 基础 。 


图 6-92 能 催化 自身 合成 的 RNA 分 子 
因此 RNA 具备 了 能 够 催化 自身 合成 的 分 子 所 需 这 个 假设 的 过 程 要 求人 化 合成 具有 互补 核 第 酸 序 


要 的 全 部 特性 (图 6-92)。 尽 管 RNA 自我 复制 系统 列 的 另 一 条 RNA 链 和 利用 这 条 RNA 分 子 作为 
在 自然 界 还 未 发 现 ， 但 是 科学 家 们 充满 希望 ， 认 为 模板 合成 许多 具有 最 初 序列 的 RNA 分 子 ， 红 色 
能 在 实验 室 构建 出 来 。 虽 然 这 个 论证 不 能 证 明 地 球 ABAD ETRE RNA BEET 
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上 这 种 自我 复制 的 RNA 分 子 在 生命 起 源 中 是 必需 的 ， 但 是 它 将 肯定 地 表明 这 种 情况 是 有 可 
能 发 生 的 。 


在 RNA 世界 之 前 可 能 存在 一 个 前 RNA 世界 


尽管 RNA 看 起 来 很 适合 作为 形成 一 套 自我 复制 的 生物 化 学 催化 剂 的 基础 ， 但 是 RNA 不 
太 可 能 是 第 一 种 能 做 到 这 一 点 的 分 子 。 从 纯化 学 角度 来 看 ， 很 难 想像 最 初 通过 纯粹 的 非 酶 催 
化 方式 ， 能 合成 多 长 的 分 子 。 一 方面 ， 没 有 酶 的 催化 很 难 合成 RNA HE, REE. e 
外 ，RNA 的 合成 要 求 在 面临 一 组 竞争 的 反应 〈 包 括 分 解 反应 、2'-~5' 连 接 和 5'-~5 连接 等 ) 
时 能 形成 一 系列 很 长 的 3 一 5 磷酸 二 酯 连接 。 考 虑 到 这 些 问 题 ， 有 人 提出 第 一 个 既 储 存 信息 
又 具有 催化 活性 的 分 子 可 能 是 类 似 RNA 但 化 学 上 更 简单 的 多 聚 物 〈 图 6-93) 。 在 现今 细胞 中 
我 们 没有 发 现 这 些 化 合 物 的 残留 ， 这 些 化合 物 也 没有 留 下 化 石 记录 。 然 而 这 些 RNA 类 似 多 
聚 物 的 相对 简单 性 ， 使 它们 比 RNA 自身 更 适合 作为 地 球 上 第 一 个 既 有 信息 储存 能 力 ， 又 有 
催化 能 力 的 生物 多 聚 体 。 


图 6-93 RNA 结构 和 两 个 相关 的 携带 信息 的 多 聚 物 
在 每 个 例子 中 ，B 表示 味 叭 和 喀 啶 碱 基 的 位 置 。 多 人 聚 物 PRNA OERE RNA) 是 一 种 核糖 
的 哮 哺 形式 〈 五 元 环 ) 已 被 此 吡 喃 形式 〈 六 元 环 ) 取代 的 RNA。 在 PNA KR) H, RNA 
的 核糖 磷酸 骨架 由 蛋白 质 中 存在 的 及 骨架 取代 ， 与 RNA 一 样 ，p-RNA 和 PNA 都 能 通过 互补 
碱 基 配对 形成 双 螺旋 ， 因 而 从 理论 上 讲 每 个 可 能 作为 模板 用 于 自身 合成 〈 图 6-92) 


在 利用 这 些 更 加 简单 的 复合 物 之 一 既 作 为 模板 ， 又 作为 催化 剂 来 合成 RNA 的 过 程 中 ， 
可 能 发 生 了 前 RNA 世界 向 RNA 世界 的 转变 。 表 明 这 些 更 加 简单 的 形式 (PNA， 如 图 6-93 
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所 示 ) 能 够 作为 模板 合成 互补 RNA 分 子 的 实验 研究 支持 了 这 个 体系 的 合理 性 ， 因 为 两 种 分 
子 碱 基 的 整体 几何 特征 相似 。 或 许 ， 前 RNA 多 聚 物 也 催化 从 简单 的 分 子 合成 核糖 核 背 酸 。 
一 旦 合成 出 第 一 个 RNA 分 子 ， 它 们 就 可 能 逐渐 多 样 化 ， 并 取代 了 起 初 由 前 RNA 多 至 物 执行 
的 功能 ， 最 终 导致 出 现 所 推测 的 RNA 世界 。 


单 链 RNA 分 子 能 折 释 成 高 度 复杂 的 结构 


我 们 已 经 看 到 在 同一 条 链 的 核 苷 酸 之 间 能 形成 互补 碱 基 配 对 和 其 他 类 型 的 氢 键 ， 使 
RNA 分 子 以 一 种 独特 的 方式 折 友 起 来 ， 这 种 方式 由 其 核 苷 酸 序列 决定 〈 图 6-6 、 图 6-52 和 
图 6-67)。 对 许多 RNA 结构 进行 比较 后 揭示 了 保守 的 模式 ， 也 就 是 一 次 又 一 次 用 作 更 大 结 
构 一 部 分 的 短 结构 元 件 。 这 些 RNA 二 级 结构 模式 中 有 些 在 图 6-94 中 加 以 说 明 。 此 外 ， 图 
6-95 示 出 了 一 些 更 加 复杂 且 更 远 距 离 相互 作用 的 几 个 常见 例子 ， 后 者 通常 称 作 RNA 四 级 
相互 作用 。 


ae me -tF zat 
met 酸 突出 
at 5 a 
a 
y 3 3 s 
NS 
3’ 3 5 ats 5 3 
3 si 3 5 s 1 
A 
二 柄 接合 或 三 柄 接合 四 柄 接合 
对 称 内 环 非 对 称 内 环 Fr 


图 6-94 RNA 二 级 结构 常见 元 件 
RNA 双 螺旋 部 分 中 红色 的 “梯级 ”表示 常规 互补 碱 基 配对 相互 作用 


蛋白 质 催化 剂 需要 一 个 具有 独特 轮廓 和 化 学 特性 的 表面 ， 在 其 上 面 给 定 的 一 组 底 物 能 够 
发 生 反 应 (讨论 见 第 3 章 )。 具 有 适当 折合 形 状 的 RNA 分 子 能 够 作为 酶 ， 以 恰恰 相同 的 方式 
发 挥 作用 (图 6-96)。 与 某 些 蛋 白质 类 似 ， 这 些 核 酶 中 有 许多 通过 在 它们 的 活性 位 点 定位 金属 
离子 发 挥 功 能 ， 这 个 特征 使 它们 具备 更 加 广泛 的 催化 活性 ， 而 不 只 是 因 有 限 的 多 聚 核 苷 酸 链 
化 学 基 团 而 具有 的 活性 。 

然而 ， 现 今 细胞 中 存在 相当 少 的 有 酶 活性 的 RNA， 我 们 有 关 RNA 世界 的 推理 ， 大 多 来 
自 于 在 实验 室 合成 大 量具 有 随机 核 昔 酸 序列 的 RNA 分 子 的 实验 。 那 些 具有 实验 规定 特性 的 
稀有 的 RNA 分 子 被 挑选 出 来 进行 研究 (PA 6-97)。 这 类 实验 制造 出 能 催化 大 量 不 同 生物 化 学 
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假 结 体 AMBRE 3 BRR 
出 接触 


图 6-95 RNA 三 级 相互 作用 实例 
这 些 相 互 作用 中 有 些 能 够 将 同一 RNA 分 子 相距 甚 远 的 部 分 结合 起 来 ， 或 者 将 两 条 单独 的 RNA 分 子 并 到 一 起 


反应 的 RNA ( 表 6-4)， 并 表明 和 蛋白酶 和 核 酶 之 间 主要 的 差别 在 于 它们 的 最 大 反应 速度 ， 而 不 
是 它们 所 能 催化 反应 的 多 样 性 。 

与 蛋白 质 类 似 ，RNA 在 小 分 子 ， 或 其 他 RNA 的 诱导 下 能 发 生 别 构 构 象 变化 。 一 种 人 工 
合成 的 核 酶 能 以 两 种 完全 不 同 的 构象 存在 ， 每 一 种 都 有 不 同 的 催化 活性 (图 6-98) 。 此 外 ， 核 
糖 体 中 rRNA 自身 的 结构 和 功能 已 经 表明 RNA 是 功能 极其 多 样 的 分 子 。 因 而 容易 想像 到 
RNA 世界 可 以 具有 很 高 水 平 的 生物 化 学 复杂 性 。 


自我 复制 的 分 子 经 历 自然 选择 


多 育 核 甘酸 的 三 维 折 芝 结构 影响 它 的 稳定 性 ， 它 对 其 他 分 子 的 作用 ， 以 及 它 复制 的 能 力 。 
因此 ， 某 些 多 聚 核 苷 酸 在 任何 自我 复制 的 混合 物 中 都 将 特别 成 功 。 由 于 错误 不 可 避免 地 出 现 
在 任何 拷贝 过 程 中 ， 所 以 经 过 长 期 一 段 时 间 以 后 就 会 生成 这 些 核 苷 酸 的 变 体 序列 。 

某 种 催化 活性 在 生命 早期 进化 过 程 中 可 能 是 最 重要 的 。 尤 其 考虑 到 帮助 催化 模板 化 聚合 
过 程 的 某 个 RNA 分 子 ， 该 聚合 过 程 将 任何 给 定 的 RNA 分 子 作为 模板 〈 这 种 核 酶 活性 已 在 体 
外 直接 证 明 ， 虽 然 是 处 于 一 种 只 能 合成 中 等 长 度 RNA 的 初级 形式 )。 这 样 的 分 子 通 过 作用 于 
自身 拷贝 ， 能 够 进行 复制 。 同 时 它 能 促进 邻近 的 其 他 类 型 RNA 分 子 的 复制 图 6-99)。 如 果 
这 些 相 邻 RNA 中 有 些 具有 催化 活性 ， 帮 助 RNA 以 其 他 方式 〈 如 催化 核糖 核 苷 酸 的 合成 ) 存 
活 下 来 ， 那 么 各 自 都 专门 具有 不 同 活性 的 一 组 不 同类 型 的 RNA 分 子 ， 可 能 演变 成 一 个 协同 
系统 ， 以 极 高 的 效率 进行 复制 。 

导致 形成 有 效 的 自我 复制 系统 的 关键 事件 之 一 ， 必 定 是 单个 区 室 的 发 展 。 例 如 ， 对 于 一 
组 彼此 有 利 的 RNA (如 图 6-99 中 的 那些 )， 只 有 当 所 有 这 些 RNA 都 保留 在 专门 负责 模板 多 
聚 化 的 RNA 附近 时 ， 才 能 对 自身 进行 复制 。 此 外 ， 如 果 这 些 RNA 能 在 大 群 其 他 RNA 分 子 
中 自由 扩散 ， 它 们 就 可 能 加 入 其 他 复制 系统 ， 这 些 系统 继而 就 可 能 与 最 初 的 RNA 系统 竞争 
原材料 。 根 据 RNA 生成 的 自我 复制 系统 的 质量 是 不 能 有 效 地 选择 出 一 组 RNA 分 子 的 ， 直 到 
某 些 区 室 形式 经 过 演化 ， 将 它们 包含 进去 ， 并 因而 使 它们 只 由 生成 它们 的 RNA 所 接触 。 早 
期 原始 的 区 室 化 可 能 就 是 在 表面 或 颗粒 上 简单 的 吸附 。 

对 于 更 加 复杂 的 包容 类 型 的 需要 很 容易 由 一 类 小 分 子 实现 ， 它 们 具有 简单 的 物理 化 学 特 


性 一 一 两 亲 性 ， 即 由 朴 水 部 分 〈 水 不 溶性 ) 和 亲 水 部 分 〈 水 溶性 ) 组成。 将 这 样 的 分 子 放 到 
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核 酶 及 底 物 间 
的 碱 基 配 对 


底 物 断 列 


+ 


断裂 的 RNA 


核 酶 


696 核 酶 
这 个 简单 的 RNA 分 子 催化 另 一 条 RNA 分 子 在 特殊 位 点 的 切割 。 该 核 酶 发 现 深 埋 在 感染 植物 的 
更 大 的 RNA 基因 组 一 一 类 病毒 中 。 自 然 界 中 含有 该 核 酶 的 相同 RNA 分 子 在 相距 甚 远 的 位 置 上 
发 生 的 切割 ， 是 类 病毒 基因 组 复制 中 的 一 个 步 又- 虽然 未 在 图 中 显示 ， 但 该 反应 需要 一 分 子 定 
位 于 活性 位 点 的 Mg (改编 自 T. R. Cech and O. C. Uhlenbeck, Nature 373: 39~40, 1994) 


水 中 时 ， 它 们 会 聚集 起 来 ， 使 疏水 部 分 尽 可 能 彼此 接触 ， 亲 水 部 分 则 与 水 接触 。 具 有 适当 形 
状 的 两 亲 分 子 能 自发 聚集 起 来 形成 双 层 ， 产 生 封 闭 的 小 泡 ， 将 内 部 含水 成 分 与 外 部 介质 隔 
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表 6-4 一 些 可 以 被 核 酶 催化 的 生化 反应 
活性 核 酶 


蛋白 质 合成 中 的 肽 键 形成 核糖 体 RNA 
自我 剪 切 RNA, 及 体外 选择 RNA 


ae pa NASM 自我 剪 切 RNA 
RNA WH) 自我 剪 切 RNA, 也 许 是 剪 切 体 
的 RNA 

RNA 聚合 体外 选择 的 RNA 
RNA, DNA 磷酸 化 体外 选择 的 RNA 
RNA 氨基 酰 化 体外 选择 的 RNA 
RNA ki 体外 选择 的 RNA 
酰胺 键 形成 体外 选择 的 RNA 
酰胺 键 断 列 体外 选择 的 RNA 
TF RTE 体外 选择 的 RNA 
中 啉 金属 化 作用 体外 选择 的 RNA 


图 6-97 ”合成 核 酶 的 体外 筛选 
从 实验 室 合 成 的 巨大 核酸 分 子 库 开始 ， 可 以 分 离 出 那些 获得 指定 催化 活性 
的 稀有 RNA 分 子 并 加 以 研究 。 虽 然 图 中 显示 了 特定 的 一 个 例子 (自我 磷 
酸化 的 核 酶 )， 但 这 个 流程 的 变通 形式 已 用 于 产生 表 6-4 中 所 列 的 许多 核 
酶 。 在 自我 磷酸 化 步骤 中 ， 对 RNA 分 子 进行 足够 的 稀释 ， 以 防止 与 其 他 
RNA 分 子 的 “交叉 ”磷酸 化 。 实 际 上 ， 必 有 需 重复 此 过 程 以 筛选 出 具有 催化 
活性 的 非常 稀有 的 RNA 分 子 。 因 此 最 初 从 柱 中 洗 脱 的 物质 转变 为 DNA， 
并 进行 多 倍 扩 增 (利用 第 8 章 描述 的 反 转 录 酶 和 PCR)， 再 转录 成 RNA， 
进行 重复 筛选 摘自 了 RLorsch and J. W. Szostak, Nature 371: 31~36, 
1994) 
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大 量 的 双 链 DNA 分 子 每 一 个 有 着 
不 同 ， 随 机 产生 的 核 萌 酸 序列 


由 RNA 聚 合 酶 转录 
BRNAD FA 


Boe 


大 量 的 单 链 RNA 分 子 
每 一 个 有 着 不 同 ， 随 
机 产生 的 核 背 酸 序 列 


B's 加 入 以 硫 代 


o 
只 有 少量 RNA 分 子 能 够 
自我 磷酸 化 结合 硫 分 子 


| 


用 能 和 硫 基 团 
紧密 结合 的 柱 
材料 捕捉 磷酸 
化 的 材料 


丢弃 无 法 结 
合 至 柱 上 的 
RNA 分 子 洗 脱 结合 的 分 子 


HDV 折 下 


e 


图 6-98 HERAT ER RNA 分 子 
这 条 在 实验 室 合成 的 长 88 MEEME RNA， 能 折 登 成 催化 自我 连接 反应 〈 左 边 ) 或 自我 切割 反应 CD 
的 核 酶 。 连 接 反应 形成 一 个 2 5 ' 磅 酸 二 酯 键 ， 并 释放 出 焦 砚 酸 。 此 反应 将 通过 实验 方法 引入 到 该 RNA 分 子 
中 的 缺口 封闭 (灰色 阴影 )。 在 HDV 折 和 登 催化 的 反应 中 ，RNA 在 同一 位 置 切割 ， 用 箭头 表示 。 这 种 切割 类 
WMF HDV, 一 种 B 型 肝炎 卫星 病毒 ， 生 命 周 期 中 所 使 用 的 切割 ， 因 而 如 此 命名 。 每 个 核 篆 酸 用 彩色 点 表示 ， 
所 使 用 的 颜色 只 是 为 了 说 明 清 楚 两 种 不 同 的 折 八 模式 。 折 登 的 结构 说 明了 两 种 核 酶 中 具有 碱 基 配对 区 域 的 二 
级 结构 ， 这 些 区 城 用 紧密 相对 的 彩色 点 表示 。 注 意 这 两 种 核 酶 没有 共同 的 二 级 结构 〈 摘 自 E，A，Schulters 

and D. P. Bartel, Science 289, 448~452, 2000) 


离开 (图 6-100)。 这 种 现象 可 以 在 试管 中 演示 ， 只 需 将 磷脂 和 水 混合 ， 在 合适 的 条 件 下 ， 将 
会 形成 小 泡 。 所 有 现今 的 细胞 都 由 这 种 构 型 的 两 亲 分 子 〈 主 要 是 磷脂 ) 组 成 的 细胞 质 膜 包 被 
起 来 ， 我 们 将 在 第 10 章 详细 讨论 这 些 分 子 。 

可 能 第 一 个 膜 包 被 的 细胞 通过 一 些 两 亲 分 子 自发 组 装 而 成 ， 将 自发 进行 复制 的 RNA (或 
前 RNA) 和 其 他 分 子 的 混合 物 包围 了 起 来 。 还 不 清楚 在 生物 催化 剂 进化 的 哪个 点 上 首先 出 现 
这 种 情况 。 无 论 如 何 ， 一 旦 RNA 分 子 密封 到 封闭 的 膜 内 ， 它 们 就 能 最 早 开 始 进化 成 遗传 指 
令 的 携带 者 :不仅 基 于 它们 的 结构 进行 选择 ， 而 且 根据 它们 对 同一 区 室内 其 他 分 子 的 影响 进 
行 选择 。 现 在 RNA 分 子 的 核 苷 酸 序列 能 以 符合 单个 活 细胞 的 特征 进行 表达 。 
蛋白 质 合成 是 怎样 进化 的 

现今 细胞 中 蛋白 质 合成 的 分 子 过 程 似 乎 复杂 到 无 法 摆脱 的 地 步 。 虽 然 我 们 了 解 了 它们 
中 的 大 多 数 ， 但 是 它们 却 不 具备 像 DNA 转录 、DNA 修复 、DNA 复制 那样 在 概念 上 的 意 
义 。 想 像 蛋白 质 合成 是 如 何 进化 的 特别 困难 ， 因 为 这 个 过 程 现在 由 蛋白 质 和 RNA 分 子 形 
成 的 复杂 连锁 系统 完成 ， 显 然 蛋白 质 是 直到 早期 反应 装置 已 经 存在 之 后 才 出 现 的 。 尽 管 我 
们 只 能 推测 蛋白 质 合成 和 遗传 密码 的 起 源 ， 但 是 许多 实验 方法 已 经 提供 了 可 能 发 生 过 的 
情节 。 


体外 对 前 面 图 6-97 中 概述 的 RNA 类 型 进行 选择 实验 ， 合 成 出 了 能 紧密 结合 氨基 酸 的 
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图 6-100 由 磷脂 形成 膜 
图 699 互助 RNA 分 子 家 族 ， 由 于 这 些 分 子 具有 亲 水 的 头 部 和 末 脂 的 尾部 ， 
彼此 催化 对 方 的 合成 所 以 它们 在 油 /水 交界 面 的 排列 是 头 部 朝向 水 
面 而 尾部 朝向 油 耐 。 在 水 中 它们 彼此 结合 形成 
封闭 的 双 层 小 泡 ， 其 中 亲 脂 尾部 彼此 接触 而 亲 
水 头 部 暴露 在 水 中 


RNA 分 子 。 这 些 RNA 的 核 苷 酸 序列 中 通常 含有 它们 识别 的 氨基 酸 的 密码 子 ， 且 它们 的 频率 
高 得 不 呈 比 例 。 例 如 ， 能 够 选择 性 地 结合 Arg 的 RNA 分 子 中 Arg 密码 子 占 优势 ， 而 结合 
Tyr 的 RNA 分 子 中 Tyr 密码 子 占 优势 。 这 种 相关 性 并 非 对 于 所 有 氨基 酸 都 是 符合 的 ， 它 的 
解释 也 众说 不 一 ， 但 是 它 提 出 了 一 种 可 能 性 ， 就 是 有 限 的 遗传 密码 可 能 因为 氨基 酸 直接 与 特 
定 RNA 序列 结合 而 产生 ， 其 中 RNA 作为 原始 的 模板 ， 指 导 多 个 不 同 氨基 酸 的 非 随机 聚合 。 
在 前 面 描述 的 RNA 世界 里 ， 任 何 帮助 指导 合成 一 条 有 用 多 肽 的 RNA， 都 将 在 为 生存 而 竞争 
的 进化 中 拥有 巨大 的 优势 。 

在 现今 细胞 中 ，tRNA 适配器 用 于 将 氨基 酸 和 密码 子 匹配 ， 蛋 白质 则 催化 了 tRNA 
氨 酰 化 反应 。 然 而 ， 在 实验 室 合成 的 核 酶 能 进行 特定 tRNA 氨 酰 化 反应 ， 所 以 有 可 能 类 
似 tRNA 的 适配器 已 经 在 RNA 世界 出 现 了 。 这 样 的 发 展 可 能 已 经 使 “mRNA” 序 列 与 
氨基 酸 的 匹配 更 加 有 效 ， 并 且 它 可 能 使 能 够 用 于 基于 模板 的 蛋白 质 合成 的 氨基 酸 数量 
增加 。 

最 后 ， 早 期 蛋白 质 合成 形式 的 效率 会 因为 肽 键 形 成 的 催化 作用 而 显著 提高 。 对 于 这 
种 进化 发 展 不 会 有 任何 概念 上 的 问题 ， 因 为 我 们 已 经 看 到 ， 这 种 反应 由 现今 细胞 中 的 
rRNA 催化 。 可 以 想像 存在 一 个 原始 的 肽 基 转 移 核 酶 ， 它 经 过 多 年 以 后 变 得 更 大 ， 并 且 
获得 了 将 带电 荷 的 tRNA 精确 定位 在 RNA 模板 上 的 能 力 ， 最 终 导致 形成 现代 核糖 体 。 
一 旦 蛋白 质 合 成 进化 出 来 了 ， 那 么 向 蛋白 质 世 界 的 转变 就 可 以 向 前 进行 ， 由 于 拥有 20 
个 而 不 是 4 个 不 同 的 亚 单位 ， 蛋 白质 具有 更 大 的 功能 多 样 性 ， 所 以 最 终 接管 了 大 部 分 的 
催化 和 结构 任务 。 
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现今 所 有 细胞 利用 DNA 作为 它们 的 遗传 
物质 


比 起 现今 即便 是 最 简单 的 细胞 ，RNA 世界 的 细胞 
也 要 简单 得 多 ， 且 增殖 自身 效率 要 低 得 多 ， 因 为 RNA 
分 子 的 催化 作用 比 蛋白 质 的 催化 作用 效率 更 低 。 它 们 
可 能 只 不 过 由 一 层 简单 的 外 膜 包围 一 组 自我 复制 的 分 
子 ， 以 及 其 他 一 些 需要 为 它们 的 复制 提供 原料 和 能 量 
的 分 子 而 形成 。 即 使 上 面 概括 的 有 关 RNA 的 进化 推 
测 是 正确 的 ， 那 么 这 些 早 期 细胞 也 将 从 根本 上 与 我 们 
今天 所 了 解 的 细胞 不 一 样 ， 因 为 它们 将 遗传 信息 储存 
在 RNA 而 不 是 DNA 中 (图 6-101) 。 

有 关 RNA 在 进化 中 先 于 DNA 出 现 的 证 据 也 能 
从 它们 之 间 的 差别 中 找到 。 与 葡萄 糖 和 其 他 简单 的 
碳水 化 合 物 类 似 ， 核 糖 能 够 由 甲醛 (HCHO) 合成 
得 到 。 甲醛 是 一 种 简单 的 化 学 物质 ， 容 易 在 模拟 原 
始 地 球 条 件 的 实验 室 中 合成 。 脱 氧 核糖 则 更 难 获得 ， 
在 现今 细胞 中 ， 它 的 生成 是 在 一 种 蛋白 质 催 化 的 反 
应 中 由 核糖 得 到 的 ， 表 明细 胞 中 核糖 先 于 脱氧 核糖 
出 现 。DNA 可 能 在 后 来 的 发 生 的 情节 中 才 出 现 ， 而 
且 后 来 证 明 比 RNA 更 适合 作为 遗传 信息 的 永久 储存 
库 ， 尤 其 是 位 于 DNA 链 中 的 糖 磷酸 骨架 使 它 在 化 学 
上 比 RNA 链 更 加 稳定 ， 这 样 就 可 以 维持 更 长 的 
DNA， 而 不 至 于 断裂 。 

DNA 和 RNA 之 间 的 其 他 差别 CDNA 的 双 螺旋 
结构 以 及 利用 了 胸腺 喀 啶 而 不 是 尿 喀 啶 ) 进一步 增 
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以 RNA 取 代 前 -RNA 


以 -RNA 为 基础 的 系统 
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演化 出 复制 DNA 的 酶 ， 而 且 
可 以 由 DNA 制 造 RNA 拷 贝 
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强 了 DNA 的 稳定 性 ， 这 是 通过 使 许多 在 DNA 分 子 
上 发 生 的 不 可 避免 的 事故 更 容易 修复 而 实现 的 ， 这 
些 在 第 5 章 已 详细 讨论 过 。 

小 结 


从 我 们 有 关 现 今生 物 及 其 所 含 分 子 的 知识 来 看 ， 
对 于 生命 系统 很 重要 的 直接 自我 催化 机 制 的 发 展 ， 似 
乎 有 可 能 开始 于 能 够 催化 自身 复制 的 分 子 家 族 的 进化 ， 
一 群 协同 作用 的 RNA 催化 剂 可 能 随时 间 演 化 出 指导 


图 6-101 AX RNA 在 进化 过 程 中 先 于 
DNA 和 蛋白 质 存在 的 假说 
在 最 早 的 细胞 中 ， 前 RNA 分 子 可 能 综合 了 
遗传 、 结 构 、 催 化 的 功能 ， 并 且 这 些 功能 可 
能 已 经 逐渐 由 RNA 取代 。 在 现今 细胞 中 ， 
DNA 是 遗传 信息 的 储备 库 ， 蛋 白质 在 细胞 中 
行使 大 多 数 催化 功能 . 今天 RNA 主要 作为 
蛋白 质 合成 过 程 中 的 中 间 角 色 ， 尽 管 它 仍然 
是 催化 若干 关键 反应 的 酶 


多 肽 合成 的 能 力 。DNA 有 可 能 是 后 来 加 入 的 : 由 于 其 他 蛋白 质 催化 剂 的 累积 ， 使 更 有 效 且 更 
复杂 的 细胞 得 以 进化 ，DNA 双 螺 旋 作为 更 加 稳定 的 分 子 来 储存 这 些 细胞 所 需 的 数量 增加 的 遗 


传 信息 ， 从 而 取代 了 RNA. 
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7 基因 表达 的 调控 


图 7-1 哺乳 动物 神经 元 和 淋巴 细胞 
该 神经 元 来 自视 网 膜 ， 它 的 长 分 枝 使 其 能 够 从 许 
多 细胞 接受 电信 号 并 传送 这 些 信号 到 相 邻 的 细胞 
中 。 淋 巴 细胞 是 一 种 白 血 细胞 ， 参 与 针对 感染 的 
免疫 反应 ， 并 在 体内 自由 移动 。 这 两 种 细胞 含有 
相同 的 基因 组 ， 但 是 它们 表达 不 同 的 RNA 和 和 蛋 


白质 [摘自 B. B. Boycott, E: 
System (R. Bellairs ane 
UK:Clarendon 
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基因 调控 概述 

基因 调节 蛋白 中 的 DNA 结合 基 序 
基因 开关 如 何 工作 

产生 特 化 细胞 类 型 的 分 子 遗 传 学 机 制 
转录 后 调控 

基因 组 如 何 进 化 


每 种 生物 的 DNA 编码 了 所 有 构建 它 的 细胞 所 需 
的 RNA 和 蛋白 质 分 子 。 可 是 完整 地 描述 一 种 生物 的 
DNA 序列 一 一 无 论 是 细菌 的 几 百 万 个 核 背 酸 ， 还 是 
人 类 的 几 十 亿 个 核 背 酸 ， 是 不 能 让 我 们 重建 该 生物 
体 的 ， 正 如 一 个 英语 词汇 表 不 能 让 我 们 得 以 重 现 东 
士 比 亚 的 戏剧 一 样 。 在 这 两 种 情况 下 ， 问 题 在 于 要 
知道 DNA 序列 中 的 元 件 或 词汇 表 上 的 单词 是 如 何 使 
用 的 。 在 什么 情况 下 生产 每 种 基因 产物 ， 以 及 一 旦 
生产 出 来 以 后 它 能 做 些 什么 ? 

本 章 我 们 讨论 这 个 问题 的 前 半 部 分 ， 一 部 分 基 
因 在 细胞 内 选择 性 表达 的 规则 及 机 制 。 调控 基因 表 
达 的 机 制 在 许多 水 平 上 发 挥 作用 ， 我 们 将 依次 讨论 
不 同 的 水 平 。 在 本 章 的 最 后 ， 我 们 将 解释 现代 基因 
组 以 及 它们 的 调节 系统 是 如 何在 进化 过 程 中 形成 的 。 
现在 从 认识 多 细胞 生物 基因 调控 的 基本 原理 开始 。 


基因 调控 概述 


多 细胞 生物 中 不 同类 型 的 细胞 在 结构 和 功能 上 
显著 不 同 。 例 如 ， 如 果 我 们 将 哺乳 动物 神经 元 与 淋 
巴 细胞 进行 比较 ， 差别 是 如 此 之 大 以 至 于 难以 想像 
这 两 种 细胞 含有 相同 的 基因 组 (图 7-1)。 因 为 如 
此 ， 还 因为 细胞 分 化 往往 是 不 可 逆转 的 ， 所 以 生物 
学 家 最 初 怀疑 ， 在 细胞 分 化 时 基因 可 能 选择 性 地 丢 
失 了 。 然 而 现在 我 们 知道 了 ， 细 胞 分 化 通常 依赖 于 
基因 表达 的 变化 而 不 是 细胞 基因 组 核 背 酸 序列 的 
变化 。 


多 细胞 生物 中 不 同类 型 的 细胞 含有 相同 的 DNA 


多 细胞 生物 中 细胞 类 型 彼此 互 不 相同 是 因为 它们 合成 并 积聚 一 套 不 同 的 RNA 和 蛋白质 
分 子 。 它 们 通常 不 需要 改变 DNA 序列 就 能 做 到 这 些 。 细 胞 分 化 期 间 基 因 组 保持 不 变 的 证 据 
来 自 对 青蛙 进行 的 一 组 经 典 的 实验 。 将 一 个 完全 分 化 的 青蛙 细胞 的 细胞 核 注 入 一 个 摘除 细胞 
核 的 青蛙 卵 中 。 供 体 细胞 核能 够 指导 受 体 卵 形成 正常 的 蝉 蛙 [图 7-2(A)]。 由 于 该 蝉 晨 含有 一 
套 完整 的 分 化 的 细胞 ， 而 它们 的 DNA 序列 来 源 于 最 初 的 供 体 细胞 核 ， 所 以 分 化 的 供 体 细胞 
没有 丢失 任何 重要 的 DNA 序列 。 从 不 同 的 植物 实验 中 也 得 到 了 相似 的 结论 。 实 验 中 将 已 分 
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图 7-2 关于 分 化 细胞 含有 指导 形成 完整 生物 体 必需 的 全 部 遗传 指令 的 证 据 
CAD 将 来 自 成 年 青蛙 皮肤 细胞 中 的 核 移植 到 去 核 卵 细胞 中 后 能 发 育成 整个 赂 昱 。 断 裂 篆 头 表示 如 果 要 让 移植 的 基因 组 
有 时 间 适 应 胚胎 环境 ， 就 需要 进一步 的 转移 程序 ， 即 从 开始 发 育 的 早期 胚胎 中 取出 一 个 核 ， 然 后 把 它 放 回 到 另 一 个 去 核 
Mp. (D 在 许多 种 植物 里 ， 分 化 细胞 保留 “去 分 化 ”的 能 力 ， 这 样 单个 细胞 可 以 形成 后 代 细胞 克隆 群 ， 由 它们 发 育 
成 完整 的 植株 。(C) 来 自 成 年 母 牛 的 分 化 细胞 引入 到 来 自 不 同 母 牛 的 去 核 孵 中 以 后 能 发 育成 小 牛 。 从 同一 供 体 分 化 细胞 
产生 的 不 同 小 牛 在 遗传 上 是 一 样 的 ， 因 而 互 为 彼此 的 克隆 [(A) 改 编 自 J.B. Gurdon, Sci. Am. 219(6):24 一 35,1968] 
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化 的 植物 组 织 块 放 到 培养 基 中 ， 然 后 将 它们 解 离 成 单个 细胞 。 这 些 细 胞 中 有 一 些 能 再 生出 一 
株 成 熟 的 植株 [图 7-2(B)]。 近 来 也 在 哺乳 动物 包括 绵羊 、 牛 、 猪 、 山 羊 中 验证 了 相同 的 原理 。 
通过 将 体 细胞 核 引入 去 核 卵细胞 中 ; 将 卵细胞 植 人 代孕 母体 中 以 后 ， 其 中 一 些 卵 〈 称 为 重建 
合子 ) 发 育成 健康 的 动物 [图 7-2(C)]。 

有 关 在 背 椎 动物 发 育 期 间 并 没有 大 段 DNA 丢失 或 重 排 的 进一步 证 明 来 自 对 有 丝 分 裂 期 
间 凝 聚 的 染色 体 中 可 观察 到 的 详细 带 型 的 比较 (图 4-11) 。 根 据 这 一 标准 ， 人 体 所 有 分 化 细胞 
的 染色 体 组 似乎 都 是 一 样 的 。 而 且 ， 基 于 重组 DNA 技术 对 不 同 细胞 基因 组 的 比较 表明 ， 作 
为 一 般 规则 ， 作 为 多 细胞 生物 发 育 基础 的 基因 表达 并 未 随 着 相应 基因 DNA 序列 的 改变 而 改 
变 。 然 而 ， 也 有 一 些 例子 ， 在 生物 发 育 期 间 发 生 了 基因 组 DNA 重 排 ， 最 著名 的 就 是 哺乳 动 
物 免疫 系统 多 样 性 的 产生 (讨论 见 第 24 章 ) 。 


不 同类 型 的 细胞 合成 不 同系 列 的 蛋白 质 


作为 了 解 细 胞 分 化 的 第 一 步 ， 我 们 愿意 去 知道 任何 两 个 类 型 细胞 之 间 究竟 存在 多 少 差别 。 
尽管 我 们 还 不 知道 这 个 基本 问题 的 答案 ， 但 我 们 可 以 做 出 大 致 的 陈述 。 

1, 许多 过 程 在 所 有 细胞 中 都 能 见 到 ， 因 而 同一 生物 任何 两 个 细胞 拥有 许多 共同 的 蛋白 
质 。 这 些 蛋白 质 包括 染色 体 结构 蛋白 、RNA 聚合 酶 、DNA 修复 酶 、 核 糖 体 蛋 白 ， 参 与 新 陈 
代谢 主要 反应 的 酶 以 及 许多 形成 细胞 骨架 的 蛋白 质 。 

2. 有 些 蛋白 质 在 其 执行 功能 的 特殊 细胞 中 含量 丰富 ， 却 在 其 他 地 方 检测 不 到 ， 即 使 使 用 
灵敏 的 试验 。 例 如 ， 血 红 和 蛋白 只 能 在 红细胞 中 检测 到 。 

3. 对 不 同 细胞 中 mRNA 种 类 的 研究 表明 ， 在 任何 时 候 ， 一 个 典型 的 人 体 细 胞 表达 全 部 
约 30 000 个 基因 中 的 10 000 一 20 000 个 。 如果 将 一 系列 不 同人 体 细胞 系 中 的 mRNA 模式 进 
行 比较 ， 就 会 发 现在 不 同 细胞 类 型 之 间 几 乎 每 个 活性 基因 表达 水 平 都 不 一 样 。 但 是 大 多 数 差 
别 要 细微 得 多 。 每 种 细胞 类 型 都 有 其 特有 的 MRNA 丰 度 模式 〈 使 用 DNA 微 阵列 确定 ， 讨 论 
见 第 8 章 )， 所 以 我 们 可 以 用 它 来 对 不 明 组 织 来 源 的 人 类 癌 细 胞 进行 分 类 (图 7-3) 。 

4. 虽然 特 化 细胞 类 型 中 mRNA 的 差异 很 显著 ， 可 是 它们 低估 了 蛋白 质 合成 模式 的 全 部 
差别 。 本 章 我 们 将 会 看 到 ， 在 转录 之 后 会 有 很 多 阶段 可 以 对 基因 表达 进行 调控 。 此 外 ， 选 择 
性 剪接 能 从 单个 基因 生成 一 系列 蛋白 质 。 最 后 ， 蛋 白质 合成 以 后 能 发 生 共 价 修饰 。 一 种 更 好 
的 显示 不 同类 型 细胞 基因 表达 的 基本 差异 的 方法 是 通过 二 维 凝 胶 电 泳 ， 利 用 这 种 方法 可 以 直 
接 测量 蛋白 质 水 平 并 显示 一 些 最 常见 的 翻译 后 修饰 〈 图 7-4) 。 


细胞 能 够 改变 基因 的 表达 以 应 答 外 部 信号 


在 多 细胞 生物 中 大 多 数 特 化 细胞 都 能 改变 它们 的 基因 表达 模式 以 响应 外 部 信号 。 例 如 
如 果 一 个 肝 细 胞 接触 糖 皮质 激素 后 ， 几 种 特殊 蛋白 质 的 合成 量 就 会 显著 增加 。 体 内 糖 皮质 激 
素 在 饥饿 或 者 剧烈 运动 时 分 泌 ， 为 肝脏 提供 信号 ， 增 加 从 氨基 酸 和 其 他 小 分 子 合成 葡萄 糖 的 
量 ， 诱导 合成 的 一 组 蛋白 质 中 包括 酶 ， 例 如 ， 栈 氨 酸 转移 酶 ， 它 帮助 将 酷 氨 酸 转变 成 葡萄 糖 。 
当 这 种 激素 不 再 存在 时 ， 这 些 蛋 白质 合成 量 就 降 到 正常 水 平 。 

其 他 细胞 类 型 对 糖 皮质 激素 作出 不 同 的 响应 。 例 如 ， 在 脂肪 细胞 中 ， 栈 氨 酸 氨基 转移 酶 
合成 量 减少 ， 而 一 些 其 他 细胞 却 根本 不 对 糖 皮质 激素 做 出 响应 。 这 些 例子 证 明了 细胞 分 化 的 
一 般 特 征 : 不 同 的 细胞 类 型 常常 以 不 同 的 方式 对 相同 细胞 外 信号 做 出 响应 。 响 应 胞 外 信号 而 
做 出 这 种 调整 的 基础 在 于 ， 基 因 表 达 模 式 存在 多 种 特征 ， 它 们 不 发 生 改 变 且 赋予 每 种 细胞 类 
型 永久 的 与 众 不 同 的 特点 。 
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图 7-3 ARRAY A RH eS AK A EB 
定 了 来 自 142 种 不 同人 类 肿瘤 〈 从 左 至 右 排列 ) 中 1800 个 经 过 选择 的 基因 〈 从 上 至 下 排 
AD 的 mRNA 水 平 高 低 ， 其 中 每 一 种 肿 疙 都 来 自 不 同 的 患者 。 每 个 小 红 条 表示 给 定 的 基因 在 给 定 的 肿 换 中 转录 水 平 显 
著 高 于 整个 细胞 系 平均 水 平 ， 每 个 小 绿 条 表示 低 于 平均 水 平 。 用 于 生成 这 些 数据 的 方法 分离 mRNA 后 与 DNA 微 阵 
列 杂交 ) 在 第 8 章 中 描述 。 该 图 表明 所 分 析 的 1800 个 基因 中 每 一 个 的 相对 表达 水 平 在 不 同 的 肿瘤 中 发 生变 化 〈 可 以 跟 
着 给 定 的 基因 从 左 向 右 横 跨 这 幅 图 看 到 ) 。 这 种 分 析 也 显示 每 一 种 肿瘤 有 其 独特 的 基因 表达 模式 。 这 个 信息 可 以 用 于 确 
定 未 知 组 织 来 源 的 癌 细 胞 的 类 型 通过 将 基因 表达 概况 同 已 知 肿瘤 的 表达 情况 匹配 。 例 如 ， 图 中 未 知 的 样品 经 鉴定 是 
肺癌 (经 Patrick O. Brown, David Botstein and the Stanford Expression Collaboration 许可 ) 


该 图 总 括 了 很 大 一 组 数据 ， 确 


从 DNA 到 RNA 到 蛋白 质 这 条 途径 中 ， 基 因 表 达 可 以 在 许多 步骤 上 受 
到 调控 

如 果 一 种 生物 不 同 细胞 类 型 之 间 的 差别 依赖 于 细胞 表达 的 特定 基因 ， 那 么 在 什么 水 平 上 
对 基因 表达 进行 调控 的 呢 ? 我 们 在 最 后 一 章 将 会 看 到 ， 在 从 DNA 到 蛋白 质 的 途径 中 ， 要 经 
历 很 多 步骤 ， 从 理论 上 讲 它们 都 可 以 被 调节 。 因 此 一 个 细胞 能 够 调控 它 合成 的 蛋白 质 ， 通 过 
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(A) 人 类 大 脑 


分 子 量 


图 7-4 ”两 种 人 类 组 织 中 蛋白 质 表达 的 差异 
每 一 块 板 中 ， 利 用 二 维 诊 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 展示 这 些 蛋 白质 ， 蛋 白质 根据 相对 分 子 质 量 ( 从 上 至 下 ) 和 等 电 点 的 
不 同 而 分 开 ， 后 者 也 就 是 蛋白 质 不 带 净 电荷 时 的 pH 〈 从 至 左 )。 人 为 涂 成 红色 的 蛋白 质点 是 两 种 样品 共有 的 ， 
而 蓝 色 的 是 其 中 一 种 组 织 所 特有 的 。 这 两 种 组 织 样品 之 间 的 差别 远 比 它们 的 共同 点 重要 ， 即便 对 于 这 两 种 组 织 共 
有 的 蛋白 质 而 言 ， 它 们 的 相对 丰 度 通常 是 不 同 的 。 注 意 这 种 技术 利用 大 小 和 电荷 将 蛋白 质 分 开 ， 因而 一 个 蛋白 质 ， 
如 有 几 种 磷酸 化 状态 的 蛋白 质 将 呈现 出 一 系列 水 平 班 点 ( 见 右 板 的 右上 部 分 )。 每 个 样品 只 显示 完整 蛋白 质谱 的 
一 小 部 分 (经 Tim Myers and Leigh Aderson, Large Scale Biology Corporation 许可 ) 


加 调控 某 个 基因 转录 的 时 间 和 频率 (转录 调控 ); 四 调控 RNA 转录 物 的 剪接 或 其 他 的 加 工 
CRNA 加 工 调 控 )，@ 选 择 将 细胞 核 内 哪 一 条 已 完成 的 mRNA 转移 到 细胞 质 并 决定 将 它们 
定位 在 细胞 质 的 什么 地 方 RNA 转运 和 定位 调控 ); @ 选 择 由 核糖 体 对 哪 条 mRNA 进行 翻 
译 (翻译 调控 );@ 选 择 性 地 让 细胞 质 内 某 些 mRNA 分 子 失 去 稳定 性 (mRNA 降解 调控 ) ; 


@ 在 特定 蛋白 质 分 子 合成 以 后 ， 选 择 性 地 活化 、 失 活 、 降 解 或 区 隔 它们 〈 蛋 白质 活性 调 
控 ) (图 7-5)。 


图 7-5 真 核 基因 表达 过 程 中 有 6 个 步骤 可 以 受到 调控 
本 章 讨论 了 第 1 步 到 第 5 步 进行 的 调控 。 第 6 步 ， 蛋 白质 活性 的 调节 ， 包 括 蛋 白质 砚 酸化 的 可 逆 激 
活 或 者 失 活 (讨论 见 第 3 章 ) 以 及 蛋白 质 水 解 降解 的 不 可 逆 失 活 〈 讨 论 见 第 6 章 ) 


对 于 大 多 数 基因 ， 转 录 调 控 是 极其 重要 的 。 这 样 做 是 有 意义 的 ， 因 为 在 图 7-5 所 示 的 所 
有 可 能 的 调控 点 中 ， 只 有 转录 调控 确保 不 会 合成 过 量 的 中 间 产 物 。 在 下 面 的 章节 中 我 们 讨论 
通过 调节 基因 转录 起 始 行使 这 种 功能 的 DNA 和 蛋白 质 组 分 。 我 们 将 在 本 章 最 后 再 讨论 调节 
基因 表达 的 其 他 方式 。 
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小 结 


后 


细胞 基因 组 DNA 序列 中 含有 合成 数 千 种 各 种 蛋白 质 和 RNA 分 子 的 1 一 个 细胞 典型 
地 只 表达 基因 的 一 部 分 ， 多 细胞 生物 中 不 同类 型 细胞 的 出 现 是 因为 表达 了 一 组 不 同 的 基因 。 
而 且 ， 细 胞 能 根据 环境 的 变化 ， 如 来 自 其 他 细胞 的 信号 ， 改 变 它们 的 基因 表达 模式 。 虽 然 基 
因 表达 涉及 的 所 有 步骤 在 理论 上 都 能 被 调节 ， 但 是 对 于 大 多 数 基因 来 说 ，RNA 转录 的 起 始 是 
最 重要 的 调节 点 。 


基因 调节 蛋白 中 的 DNA 结合 基 序 


细胞 是 如 何 决定 转录 它 成 下 上 万 个 基因 中 的 哪些 基因 呢 ? 在 第 4 章 和 第 6 章 曾 简要 地 提 
过 ， 各 个 基因 的 转录 是 由 离 转录 起 始 位 点 较 近 的 DNA 调节 区 域 调 控 的 。 有 些 调节 区 域 很 简 
单 ， 就 像 一 个 开关 ， 可 由 单个 信号 开 或 关 。 许 多 其 他 的 调节 区 域 则 很 复杂 ， 就 像 是 微 处 理 器 ， 
响应 不 同 的 信 对 它们 进行 解释 和 整合 ， 以 便 将 邻近 的 基因 打开 或 者 关闭 。 无 论 复杂 还 是 
简单 ， 这 些 开关 装置 含有 两 种 基本 成 分 ， 具有 确定 序列 的 一 小 段 DNA; @ 识 别 并 结合 这 段 
DNA 的 基因 调节 蛋白 。 

我 们 开始 讨论 基因 调节 蛋白 时 ， 先 来 说 说 它们 是 如 何 被 发 现 的 。 


运用 细菌 遗传 学 发 现 了 基因 调节 蛋白 
20 世纪 50 年 代 在 细菌 中 进行 的 遗传 分 析 提供 了 基因 调节 蛋白 存在 的 第 一 个 证 据 ， 这 些 


蛋白 质 基因 。 其 中 一 个 调节 绰 白 就 是 
BRAK É DWE PRA eS. XAAR E A 


将 编码 新 病毒 颗 组 分 的 病毒 基因 关闭 ， 因 而 使 病毒 基 
因 组 像 一 位 安静 的 乘客 一 样 保留 在 细菌 染色 体 中 ， 当 条 件 对 
细菌 生 菌 一 同 增殖 a 5-81), A BAI AE 
是 最 先 确 蛋白 之 一 ， 它 也 一 直 是 了 解 最 清 
楚 的 基因 调节 蛋白 之 一， 我 们 将 在 后 面 讨论 其 他 的 细 贡 调 
节 蛋 白 根据 营养 条 件 的 变化 进行 调节 ， 在 不 需要 一 组 特定 的 
代谢 酶 时 ， 便 将 编码 它们 的 基因 关闭 。 作 为 这 些 细菌 蛋白 中 
最 先 识别 出 来 的 Lac 阻 过 蛋白 ,在 培养 基 中 缺乏 乳糖 时 ， 将 
负责 乳糖 代谢 的 蛋白 质 的 合成 关闭 。 

了 解 基因 调节 的 第 一 步 就 是 要 分 离 出 不 能 关闭 特定 一 套 
基因 的 细菌 和 噬菌体 突变 株 。 当 时 有 人 提出 ， 后 来 也 得 到 
了 证 实 ， 大 部 分 这 样 的 突变 体 都 是 缺乏 作为 那些 基因 特异 阻 
蜗 蛋 白 的 蛋白 质 。 与 大 多 数 基因 调节 和 蛋白 一 样 ， 这 些 蛋 白质 
的 量 很 少 ， 所 以 分 离 它们 很 困难 ， 也 很 费时 间 。 最 终 通 过 分 
级 细胞 抽 提 物 后 纯化 得 到 它们 。 分 离 出 来 以 后 ， 显 示 出 这 些 
蛋白 质 结合 在 它们 所 调节 的 基因 邻近 的 特异 DNA 序列 上 。 然 ETS DNA RARER 
后 通过 经 GREE MERE. DNA 测序 和 DNA EER npn, Rr oMR THORNE 


定 了 它们 所 识别 的 DNA 的 精确 序列 (讨论 见 第 8 章 )。 色 : k, MEE: R REG: 
白色 ; Ms 红色 ; wR, ne 


+ 425 + 


DNA 螺旋 的 外 侧 可 被 蛋白 质 识别 


在 第 4 章 讨论 过 ， 染色 体 中 的 DNA 由 一 条 很 长 的 双 螺 旋 组 成 (图 7-6) 。 基 因 调 节 蛋 白 
必须 识别 深 埋 在 这 个 结构 中 的 特定 核 苷 酸 序列 。 最 初 人 们 认为 为 了 区 别 两 条 DNA 序列 ， 可 
能 需要 蛋白 质 直 接 接触 双 螺 旋 内 部 碱 基 对 之 间 的 氢 键 。 现 在 已 经 清楚 ， 双 螺旋 外 部 就 点 级 有 
DNA 序列 信息 ， 基 因 调 节 蛋 白 可 以 识别 它们 而 不 必 打开 双 螺 旋 。 每 个 碱 基 对 的 边缘 都 暴露 在 
双 螺 旋 的 表面 ， 不 论 在 大 沟 还 是 小 沟 里 都 呈现 出 氢 键 供 体 、 氢 键 受 体 ， 以 及 朴 水 区 域 各 具 特 
征 的 模式 ， 供 蛋白 质 识别 (图 7-7)。 但 是 ， 对 于 4 种 碱 基 对 的 排列 来 说 ， 只 有 位 于 大 沟 的 模 
式 显著 不 同 (图 7-8)。 因 为 如 此 ， 基 因 调 节 蛋 白 一 般 都 结合 到 大 沟 上 ， 这 些 我 们 将 会 看 到 。 


大 沟 


os 


2 
TE 守 , 
ws 


图 7-7 怎样 从 DNA 中 不 同 碱 基 的 外 侧 识别 它们 而 又 不 必 打 开 双 螺旋 
图 中 显示 了 碱 基 对 的 4 种 可 能 的 构 型 ， 其 中 蓝 色 表 示 潜 在 的 氢 键 供 体 ， 红 色 表示 潜 在 的 氢 键 受 体 ， 一 系列 红色 的 短 平 行 
线 表示 碱 基 对 自身 的 氧 键 。 形 成 疏水 突出 物 的 甲 基 用 黄色 表示 ， 与 碳 原子 连接 因而 不 能 用 来 形成 气 键 的 氧 原子 用 白色 表 
7R (摘自 C，Branden and J. Tooze, Introduction to Protein Structure, 2nd edn, New York: Garland Publishing, 1999) 
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图 7-8 DNARHES 
这 里 直接 观察 所 看 到 的 每 个 碱 基 对 边缘 含有 不 同 的 氨 键 供 体 、 氢 键 受 体 和 甲 基 基 团 模式 。 从 大 沟 看 ，4 
个 赋 基 对 构 型 每 个 都 投射 出 独特 的 模式 特征 。 然 而 ， 从 小 沟 看 , G-C 和 GG 的 模式 相似 ，A-T 和 T-A 
的 模式 相似 。 颜 色 编码 与 图 7-7 中 的 相同 。 (摘自 C. Branden and J, Tooze, Introduction to Protein 
Structure, 2nd edn, New York: Garland Publishing, 1999) 


虽然 氢 键 供 体 和 受 体 基 团 模式 是 基因 调节 蛋白 识别 的 最 重要 特征 ， 但 它们 并 不 是 唯一 的 : 
核 苷 酸 序 列 也 决定 了 双 螺旋 整体 几何 学 特征 ， 形 成 了 能 被 识别 的 “理想 化 ”螺旋 扭曲 。 


DNA 双 螺 旋 的 几何 学 特征 由 核 苷 酸 序列 决定 


1953 年 发 现 DNA 双 螺 旋 之 后 ，20 年 来 人 们 一 直 认 为 DNA 是 单一 的 结构 ， 每 相 邻 核 背 
酸 对 之 间 的 螺旋 扭曲 恰好 为 36”( 每 圈 螺 旋 有 10 REF ART) 且 螺 旋 几 何 也 一 致 。 然 而 ， 这 
种 观点 基于 对 DNA 分 子 异 源 混合 物 的 结构 研究 而 来 ， 一 旦 使 用 X 射线 晶体 学 和 核磁 共振 光 
谱 学 分 析 得 到 有 确定 核 背 酸 序列 的 DNA 小 分 子 的 三 维 结构 以 后 ， 这 个 观点 就 改变 了 。 然 而 
早期 的 研究 提供 的 是 一 幅 平均 化 、 理 想 化 的 DNA 分 子 图 ， 后 来 的 研究 表明 ， 任 何 给 定 的 核 
华 酸 序列 都 有 局 部 不 规则 性 。 例 如 ， 倾 斜 的 核 背 酸 对 或 螺旋 扭 角 大 于 或 小 于 36"。 这 些 特征 也 
能 被 特定 的 DNA 结合 蛋白 所 识别 。 

在 核 苷 酸 序列 中 出 现 的 一 种 特别 显著 的 偏离 平均 结构 的 情况 ， 引 起 DNA IRERE B 
曲 。 有 些 序列 〈 如 AAAANNN, 这 里 N 可 以 是 除 A 以 外 的 任何 碱 基 ) 形成 一 个 具有 显著 不 
规则 性 的 双 螺 旋 ， 引 起 微小 的 弯曲 ， 如 果 这 个 序列 在 长 DNA 分 子 中 每 隔 10 个 核 苷 酸 对 重复 
一 次 ， 那 么 这 些小 弯曲 就 加 合 起 来 ， 以 至 于 在 电子 显微镜 下 观察 时 可 以 看 到 DNA 分 子 呈现 
异常 的 曲线 状 (图 7-9)。 

DNA 结构 的 一 个 相关 且 同 等 重要 的 可 变 特征 就 是 双 螺 旋 发 生变 形 的 程度 。 一 个 蛋白 质 要 
识别 并 结合 特异 的 DNA 序列 ， 该 DNA 和 蛋白质 之 间 就 必须 存在 完好 的 匹配 ， 并 且 通 常 必须 
使 正常 的 DNA 构象 发 生 扭 遇 ， 以 便 让 这 种 匹配 性 最 大 化 〈 图 7-10)。 这 种 扭曲 的 能 量 消耗 依 
局 部 核 苷 酸 序列 而 定 。 第 4 章 讨 论 核 小 体 组 装 时 我 们 遇 到 过 一 个 这 样 的 例子 ， 有 些 DNA 序 
列 能 比 其 他 的 序列 更 好 地 容纳 核 小 体形 成 时 所 需要 的 DNA 紧密 缠绕 。 同 样 ， 许 多 基因 调节 
蛋白 在 结合 DNA 时 能 诱导 它 发 生 明 显 的 弯曲 (图 7-11)。 一 般 而 言 ， 这 些 蛋 白质 识别 容易 弯 
曲 的 DNA 序列 。 


Ki DNA 序列 是 遗传 开关 的 基本 组 分 


我 们 已 经 看 到 一 段 特 异 的 核 苷 酸 序列 作为 DNA 双 螺 旋 表面 结构 特征 的 模式 怎样 被 识别 。 
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图 7-9 高 度 曲折 的 DNA 双 螺 旋 片 段 电镜 显 微 照片 
这 些 DNA 片段 来 自 锥 虫 的 线粒体 DNA 环形 小 分 子 。 尽管 这 些 片段 仅 有 20 个 核 华 酸 对 ， 但 它们 中 有 许多 厅 曲 后 形 
成 完整 的 圆 环 平均 来 讲 ， 这 个 长 度 的 正常 DNA 螺旋 只 能 弯曲 形成 1/4 的 环 〈 一 种 平滑 的 右 转角 )( 摘 自 J Griffith, 
M. Bleyman, C. A. Raugh, P. A. Kitchin, and P. T. Englund, Cell 46: 717~724, 1986 © Elsevier) 


(A) (B) 
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图 7-10 蛋白 结合 诱导 的 DNA 形变 
该 图 显示 当 一 种 经 过 详细 研究 的 基因 调节 蛋白 OR 


图 7-11 代谢 物 激活 蛋白 (CAP) 


体 434 阻 遇 疏 白 ，》 阻 过 蛋白 的 近亲 ) 结合 特异 的 Pe ilk ced ted 
DNA 序列 时 观察 到 DNA 结构 变化 ， 从 常规 的 双 螺 旗 se tele ell 
Cates CO GH GS, DN ARE RER 不 存在 这 个 结合 一 白 时 ，DNA KELE HN 


变 常常 影响 蛋白 质 结合 的 亲和力 


特定 的 核 件 酸 序列 ， 通 常 每 个 长 度 不 到 20 个 核 苷 酸 对 ， 作 为 特定 基因 调节 蛋白 的 识别 结合 位 
点 ， 其 功能 相当 于 遗传 开 关 的 基本 组 分 。 已 经 鉴定 出 来 数 千 个 这 样 的 DNA 序列， 每 一 个 都 
由 不 同 的 基因 调节 蛋白 (或 者 一 套 相关 的 基因 调节 蛋白 ) 识别 。 表 7-1 中 列 出 了 本 章 所 讨论 
的 一 部 分 调节 蛋白 ， 以 及 它们 识别 的 DNA 序列 。 

现在 我 们 来 看 看 基因 调节 蛋白 本 身 ， 也 就 是 遗传 开关 第 二 个 基本 组 分 。 我 们 首先 讨 
论 使 这 些 蛋 白质 能 够 识别 包含 在 一 段 很 长 的 双 螺 旋 中 的 短小 且 特异 的 DNA 序列 的 结构 
特征 。 
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表 7-1 某 些 基因 调控 蛋白 调控 的 DNA 序列 


名 称 识别 的 DNA 序列 
细菌 lac 阻 遇 蛋白 5'AATTGTGAGCGATAACAATT 
3'TTAACACTCGCCTATTGTTAA 
CAP TGTGAGTTAGCTCACT 
ACACTCAATCGAGTGA 
lambda BRZE ÉI TATCACCGCCAGAGGTA, 
ATAGTGGCGGTCTCCAT, 
WERE Gal4 CGGAGGACTGTCCTCCG 
GCCTCCTGACAGGAGGC 
Mata2 CATGTAATT 
GTACATTAA 
Gen4 ATGACTCAT 
TACTGAGTA 
Rs Kruppel AACGGGTTAA 
TTGCCCAATT 
Bicoid GGGATTAGA 
CCCTAATCT 
哺乳 动物 Spl GGGCGG 
CCCGCC 
Oct-1 Pou 结构 域 ATGCAAAT 
TACGTTTA 
GATA- TGATAG 
ACTATC 
MyoD CAAATG 
GTTTAC 
p53 GGGCAAGTCT 
CCCGTTCAGA 


注 : 该 表 中 的 每 个 蛋白 能 识别 一 组 非常 相似 的 DNA 序列 ( 见 图 6-12); 为 了 方便 起 见 ,除了 保守 序列 外 ,每 个 蛋白 只 给 出 
一 个 识别 序列 。 


基因 调节 蛋白 含有 能 够 阅读 DNA 序列 的 结构 基 序 


生物 学 中 分 子 识别 一 般 有 赖 于 两 个 分 子 表面 的 恰好 适 配 ， 基 因 调 节 蛋 白 的 研究 为 这 种 
原理 提供 了 一 些 最 清楚 的 例子 。 一 个 基因 调节 蛋白 识别 一 段 特 异 的 DNA 序列 是 因为 蛋白 
质 表 面 与 双 螺旋 上 结合 区 域 特殊 的 表面 特征 广泛 互补 。 在 大 多 数 情况 下 ， 蛋 白质 与 DNA 
大 量 接触 ， 涉 及 氧 键 、 离 子 键 ， 以 及 朴 水 相互 作用 。 虽然 单 个 接触 很 微弱 ， 可 是 通常 在 蛋 
白质 -DNA 表面 形成 的 20 个 左右 的 接触 加 起 来 确保 了 这 种 相互 作用 既 特异 又 很 牢固 〈 图 
7-12)。 实 际 上 ，DNA- 蛋 白质 相互 作用 包括 了 一 部 分 生物 学 中 所 知道 的 最 牢固 和 最 特异 的 
分 子 相互 作用 。 

虽然 每 个 蛋白 质 -DNA 识别 的 例子 在 细节 上 都 很 独特 ， 对 几 百 种 基因 调节 蛋白 进行 X 射 
线 晶 体 学 和 NMR 光谱 学 研究 后 ， 表 明 许多 蛋白 质 含有 一 组 DNA 结合 结构 基 序 中 的 某 一 小 部 
分 。 这 些 基 序 一 般 利用 a 螺旋 或 B 折 全 结合 到 DNA 的 大 沟 上 ; 我 们 已 经 看 到 了 ， 这 个 大 沟 含 
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图 7-12 基因 调节 蛋白 对 DNA 大 沟 的 结合 
图 中 只 显示 了 一 种 接触 ，DNA- 蛋 白质 交界 面 典 型 地 由 10 一 20 种 这 样 的 接触 组 成 ， 其 中 涉及 
不 同 的 氨基 酸 ， 每 一 种 都 为 蛋白 质 -DNA 相互 作用 做 出 贡献 


有 足以 区 别 不 同 DNA 序列 的 信息 。 这 种 适 配 是 如 此 完美 ， 以 至 于 有 人 提出 核酸 基本 结构 单 
位 和 蛋白 质 的 大 小 一 起 进化 ， 从 而 允许 这 些 分 子 能 相互 连锁 起 来 。 


螺旋 -转角 -螺旋 是 最 简单 也 是 最 常见 的 DNA 结合 基 序 之 一 


第 一 个 需要 认识 的 DNA 结合 蛋白 基 序 是 螺旋 -转角 -螺旋 。 这 种 基 序 最 初 在 细菌 蛋白 中 鉴 
定 出 来 ， 自 那 以 后 在 来 自 原核 和 真 核 生物 的 数 百 种 DNA 结合 蛋白 质 中 都 有 发 现 。 它 由 一 条 
形成 “转角 ”的 伸展 氨基 酸 短 链 连接 两 个 a 螺旋 构成 (图 7-13)。 这 两 个 螺旋 主要 通过 两 个 螺 
旋 之 间 的 相互 作用 以 固定 的 角度 维系 起 来 。 更 接近 C 端的 螺旋 称 为 识别 螺旋 ， 因 为 它 结合 到 
DNA 大 沟 中 ; 它 的 氨基 酸 侧 链 因 不 同 的 蛋白 质 而 存在 差别 ， 在 识别 蛋白 结合 到 特异 DNA 序 
列 时 发 挥 重要 作用 。 

在 螺旋 -转角 -螺旋 区 域 的 外 侧 ， 含 有 这 种 基 序 的 不 同 蛋 白质 的 结构 变化 很 大 (图 7-14)。 
因此 每 种 蛋白 质 以 独特 的 方式 将 它 的 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 呈现 给 DNA， 这 个 特征 被 认为 通过 
增加 了 利用 该 基 序 识别 的 DNA 序列 数量 ， 来 增加 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 的 功能 多 样 性 。 此 外 ， 
在 大 多 数 这 样 的 蛋白 质 中 ， 位 于 螺旋 -转角 -螺旋 区 域外 部 的 多 肽 链 部 分 也 与 DNA 产生 重要 的 
接触 ， 帮 助 调整 这 种 相互 作用 。 

图 7-14 示 出 的 一 组 螺旋 -转角 -螺旋 蛋白 质 说 明了 许多 序列 特异 的 DNA 结合 蛋白 共有 的 
一 种 特征 。 它 们 作为 对 称 的 二 聚 体 结合 到 同样 由 两 个 很 相似 的 对 称 排列 的 “ 半 位 点 ”组 成 的 
DNA 序列 上 (图 7-15)。 这 种 排列 使 每 个 蛋白 质 单 体能 形成 一 组 几乎 完全 相同 的 接触 位 点 ， 
因而 极 大 地 增加 了 结合 亲和力 : 初 接近 时 ， 接 触 位 点 数 的 加 倍 会 使 相互 作用 自由 能 加 倍 ， 因 
而 使 亲 和 和 常数 呈 平方 增加 。 
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图 7-13 结合 DNA 的 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 
CA) 中 显示 了 这 种 基 序 ， 其 中 每 个 白色 圆圈 代表 氨基 酸 的 中 心 碳 原子 。C 端 。 螺 旋 〈 红 色 ) 称 为 识别 螺旋 是 因为 
它 参与 DNA 序列 特异 性 识别 。 如 《〈B) 中 所 示 ， 该 螺旋 正好 结合 到 DNA 大 沟 中 ， 在 这 里 它 与 碱 基 对 的 边缘 接触 
(也 见 图 7-7)。N 端 = 螺旋 〈 蓝 色 ) 的 作用 主要 是 作为 结构 组 分 帮助 定位 识别 螺旋 


CG PRL HE ARDE É BE CAPH BE 


图 7-14 “一些 螺旋 -转角 -螺旋 DNA 结合 蛋白 
所 有 这 些 蛋 白质 以 二 蘑 体 结合 DNA， 在 此 二 聚 体 中 识别 螺旋 的 两 份 拷贝 (红色 圆柱 ) 恰好 由 一 峰 DNA 螺旋 〈3. 4nm) 
分 隔 开 。 蓝 色 表 示 螺 旋 - 转 角 - 螺 旋 基 序 中 的 另 一 螺旋 ， 如 图 7-13 所 示 。 入 阻 遇 蛋白 和 Cro 蛋白 调控 入 叭 菌 体 基因 表达 。 
色 氨 酸 阻 过 蛋白 和 分 解 代谢 物 激活 恒 白 (CAP) 调控 成 套 的 大 肠 杆菌 基因 表达 


图 7-15 AR Cro 蛋白 识别 的 特异 DNA 序列 
该 序列 中 用 绿色 标记 的 核 背 酸 对 称 排列 ， 使 得 DNA 位 点 每 一 半 能 以 相同 的 方式 被 每 个 也 用 绿色 显 
示 的 蛋白 质 单 体 所 识别 。 该 蛋白 质 的 真实 结构 见 图 7-14 


+ 431+ 


EJEA A Ai Jk A AR — RE RR iee A te E a 
在 细菌 中 发 现 第 一 个 基因 调节 蛋白 后 不 入， 在 果 蝇 中 进行 遗传 分 析 导致 鉴定 出 了 一 类 重 


要 基因 的 特征 ， 它 们 叫 同 源 异 型 选择 者 基因 ， 在 使 果 蝇 属 发 育 同步 化 过 程 中 发 挥 关键 作用 。 
第 21 章 将 会 讨论 到 ， 自 那 以 后 已 经 证 明 它们 在 高 等 动物 发 育 中 也 起 根本 性 的 作用 。 这 些 基因 
发 生变 异 导致 果 蝇 身 体 一 部 分 转变 成 男 一 部 分 ， 表明 它们 编码 的 蛋白 质 控制 了 关键 的 发 育 
决定 。 

20 世纪 80 年 代 当 鉴定 出 多 个 同 源 异 型 选择 者 基因 的 核 背 酸 序列 后 ， 证 明 它们 每 一 个 都 
含有 一 段 几 乎 一 模 一 样 的 60 个 氨基 酸 的 片段 ， 它 们 定义 了 这 类 和 蛋白质， 并 被 称 为 同 源 异 型 结 
构 域 。 当 确定 了 同 源 异型 结构 域 的 三 维 结构 以 后 ， 可 以 看 到 它 含有 与 细菌 基因 调节 蛋白 相关 
的 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 ， 第 一 次 表明 了 在 细菌 中 确立 的 基因 调控 规则 也 与 更 高 级 的 生物 有 关 

E 果 蝇 属 中 就 已 经 鉴定 出 60 多 种 同 源 异 型 结构 域 蛋 白 ， 实 际 上 ， 从 酵母 到 植物 再 到 
人 类 ， 所 有 研究 过 的 真 核 生 物 中 都 已 鉴定 出 了 同 源 异型 结构 域 蛋白 。 

几 7-16 显示 了 一 个 与 其 特异 DNA 序列 结合 的 同 源 异 型 结构 域 的 结构 。 尽 管 细菌 基因 调 
节 恒 白 的 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 常常 包 埋 在 周围 不 同 结构 之 中 ， 同 源 异 型 结构 域 的 螺旋 -转角 - 螺 
旋 基 序 却 通常 由 相同 的 结构 〈 它 们 形成 其 他 的 同 源 异 型 结构 域 ) 环绕 ， 表 明 这 种 基 序 总 是 以 
相同 的 方式 呈现 给 DNA。 事 实 上 ， 结 构 研究 显示 ， 一 种 酵母 同 源 异 型 结构 域 蛋 白 与 一 种 果 蝇 
属 同 源 异 型 结构 域 蛋 白 具 有 非常 相似 的 构象 ， 并 以 几乎 一 模 一 样 的 方式 识别 DNA， 尽 管 它们 
60 个 氨基 酸 位 点 中 只 有 17 个 相同 (图 3-15)。 


图 7-16 与 其 特异 DNA 序列 结合 的 同 源 异型 域 
图 由 显示 了 同一 结构 的 西 幅 不 同 的 图 片 。(A》 同 源 异 型 域 折 矢 成 3 个 = 螺旋 ， 它 们 通过 朴 水 相互 作用 紧 帘 地 包装 在 
一 起 。 含 有 螺旋 2 和 螺旋 3 的 部 分 有 非常 相似 的 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 。(B) 识别 螺旋 〈 螺 旋 3， 红 色 ) 与 DNA 大 沟 
产生 重要 的 接触 。 螺 族 3 的 天 冬 酰胺 ， 如 与 一 个 腺 味 叭 接触 ， 如 图 7-12 所 示 。 小 沟 中 的 核 苷 酸 对 也 与 螺旋 1 上 连接 
的 柔性 辟 接 触 。 这 里 所 示 的 同 源 异 型 域 来 自 一 种 醇 母 基因 调节 和 蛋白 ， 但 它 与 许多 真 核 生物 的 间 源 异型 域 都 很 相似 
(WHC. Wolberger et al., Celi 67: 517 一 528，1991) 


存在 许多 种 DNA 结合 锌 指 基 序 
螺旋 -转角 -螺旋 基 序 仅仅 由 氨基 酸 组 成 。 另 一 组 重要 的 DNA 结合 基 序 增加 了 一 个 或 多 
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个 锌 原子 作为 结构 组 分 。 虽 然 所 有 这 种 与 锌 协同 的 DNA 结合 基 序 都 称 为 锌 指 ， 但 这 种 描述 
仅 指 最 初 发 现 它们 以 来 在 简 图 中 的 外 形 [ 图 7-17(A)]。 随 后 的 结构 研究 表明 ， 它 们 可 分 为 多 
种 不 同 的 结构 类 型 ， 这 里 考察 其 中 的 两 种 。 第 一 种 类 型 最 初 是 在 激活 一 种 真 核 生物 核糖 体 
RNA 基因 转录 的 蛋白 质 中 发 现 。 它 的 结构 简单 ， 由 锌 原子 将 一 个 a 螺旋 和 8 折 秋 维系 起 来 
[图 7-17(B)]。 这 种 类 型 的 锌 指 常常 发 现 与 其 他 锌 指 位 于 一 个 簇 中 ， 一 个 接 一 个 地 排列 起 来 ， 
这 样 每 个 a 螺旋 就 能 与 DNA 大 沟 接 触 ， 沿 大 沟 形成 一 段 几 乎 连续 的 a 螺旋。 通过 这 种 方式 ， 
重复 的 基本 结构 单位 形成 了 强 有 力 而 且 特 异 的 DNA- 蛋 白质 相互 作用 (图 7-18)。 这 种 基 序 的 
一 个 特别 的 优势 在 于 ，DNA- 和 蛋白 质 相互 作用 的 强度 和 特异 性 在 进化 期 间 可 由 锌 指 重复 数目 的 
改变 进行 调整 。 相 比 之 下 ， 很 难 想像 本 章 讨论 的 任何 其 他 DNA 结合 基 序 怎样 能 够 形成 重复 
的 链 。 


WA) ® (B) Ba 


HOOC---N, Y---NH,  HOOC™™” 
4 ; 


图 7-17 一 种 锌 指 蛋 白 
该 虱 白 质 属于 锌 指 伙 白 的 半 胱 氮 酸 - 半 胱 氨 酸 -组 氨 酸 -组 氨 酸 家 族 ， 是 以 结合 锌 的 氨基 酸 来 命名 。 
(A) 来 自 青蛙 的 这 类 蛋白 质 中 一 个 锌 指 的 氨基 酸 序列 简 图 ，(B) 这 类 锌 指 的 三 维 结构 由 反 平 行 的 B 
折 亲 氨基酸 1 到 10) 和 紧 跟着 的 “螺旋 〈 氨 基 酸 12 到 24) 构成 。 结 合 锌 的 4 个 氨基 酸 ( 半 胱 氨 
酸 3、 半 胱 氨 酸 6、 组 氨 酸 19 和 组 氨 酸 23) 将 a 螺旋 一 个 末端 牢 牢 地 固定 到 6B 折 共 的 一 个 末端 上 
(摘自 M.S Lee et al., Science 245; 635~637, 1989) 


另 一 类 锌 指 在 一 个 细胞 内 受 体 蛋 白 大 家 族 中 发 现 〈 讨 论 见 第 15 章 )。 它 形成 了 一 种 不 同 
类 型 的 结构 (在 有 些 方 面 与 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 类 似 )， 其 中 两 个 a 螺旋 与 锌 原子 一 起 包装 起 
来 (图 7-19)。 与 螺旋 -转角 -螺旋 蛋白 类 似 ， 这 些 蛋白 质 通常 形成 二 聚 体 ， 使 每 个 亚 基 的 两 个 
a 螺旋 中 有 一 个 能 与 DNA 大 沟 相 互 作用 (图 7-14)。 虽 然 本 部 分 讨论 的 两 类 锌 指 在 结构 上 不 
同 ， 但 它们 拥有 两 个 共同 的 重要 特征 : 都 使 用 锌 原子 作为 结构 元 件 ， 都 利用 a 螺旋 识别 DNA 
的 大 沟 。 


B 折 县 也 能 识别 DNA 


到 目前 为 止 讨论 的 DNA 结合 基 序 中 ，a 螺旋 是 主要 的 用 于 识别 特异 DNA 序列 的 机 制 。 
然而 ， 有 一 组 基因 调节 和 蛋白 进化 出 一 种 完全 不 同 但 同样 精巧 的 识别 策略 。 在 这 种 情况 下 位 于 
大 沟 表面 的 信息 巾 一 个 两 股 B 折 得 阅 读 ， 该 折 笃 的 氨基 酸 侧 链 从 折 丢 伸 向 DNA， 如 图 7-20 
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(A) COOH 


图 7-18 一 种 锌 指 蛋 白 对 DNA 的 结合 
CA) 结合 到 特异 DNA 位 点 上 的 一 种 小 鼠 基因 调节 蛋白 片段 的 结构 ， 该 蛋白 质 利 用 3 个 直接 重复 排列 的 Cys-Cys-His- 
His 锌 指 类 型 识别 DNA (H 7-17), (B) 这 3 个 锌 指 用 于 相似 的 氨基 酸 序 列 并 以 相似 的 方式 接触 DNA. (A) 和 (B) 
中 每 个 小 球 都 代表 锌 指 中 的 锌 原子 〈 摘 自 N，Pavletich and C. Pabo, Science 252; 810~817, 1991) 


图 7-19 结合 其 特异 DNA 序列 的 细胞 内 受 体 家 族 的 二 聚 体 锌 指 结构 域 
每 个 锌 指 结构 域 含有 两 个 锌 原子 (用 灰色 小 球 表示 ): 一 个 稳定 DNA 识别 螺旋 其 中 一 个 亚 单位 用 
褐色 表示 ， 另 一 个 用 红色 表示 )， 另 一 个 稳定 一 个 参与 形成 二 聚 体 的 环 〈 兹 色 表 示 )。 每 个 Zn 原子 
与 4 个 具有 适当 空间 分 布 的 半 胱 氨 酸 残 基 协同 作用 。 与 图 7-14 中 显示 的 螺旋 -转角 -螺旋 蛋白 相似 
二 聚 体 的 两 个 识别 螺旋 对 应 于 每 一 圈 DNA 双 螺旋 分 开 一 定 的 距离 。 图 中 所 示 的 特定 例子 是 糖 皮质 
激素 受 体 片段 。 这 是 细胞 借以 发 现 并 在 转录 上 应 答 肾 上 腺 应 激 产生 的 糖 皮质 激素 的 蛋白 质 〈 摘 自 
B. F. Luisi et al, Nature 352; 497~505, 1991) 


所 示 。 与 a 识别 螺旋 情况 一 样 ， 这 种 B 折 又 基 序 也 能 用 于 识别 许多 不 同 DNA 序列 ; 确切 
DNA 序列 的 识别 由 组 成 B 折 全 的 氨基 酸 序列 决定 。 
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图 7-20 细菌 甲 硫 氨 酸 阻 遇 绰 白 
细菌 甲 破 氨 酸 阻 过 恒 白 调节 催化 四 硫 氨 酸 合成 的 酶 的 编码 基因 。 当 这 个 氨基 酸 富余 时 ， 它 就 结合 
蛋白质 结构 发 生变 化 ， 从 而 使 它 能 够 牢固 结合 DNA， 关 闭 该 酶 的 合成 。(A) 为 了 
合 DNA， 四 破 氨 酸 阻 过 蛋白 必须 与 SAREE RR CCBA) 形成 复合 物 。 二 聚 体 
蛋白 的 一 个 甲 基 用 绿色 显示 ， 另 一 个 用 蓝 色 显示 ; 结合 DNA 的 双 链 B 折 从 由 各 来 自 每 个 亚 基 的 
-条 链 组 成 ， 并 分 别 用 深蓝 色 和 深 绿色 显示 。(B) 结合 到 DNA 上 的 甲 硫 氨 酸 阻 巡 蛋白 的 简 图 , 
显示 了 阻 过 蛋白 的 双 链 折 骆 如 何 结合 DNA 的 大 沟 。 为 了 清楚 起 见 ， 阻 过 蛋白 其 他 区 域 已 略 去 
[CA) 摘 自 S Phillips. Curr. Opin, Struc. Biol. 1; > 1991; (B) 摘自 W. Somers and S. 

Pillips. Nature 359; 387~393, 1992] 


亮 氨 酸 拉链 基 序 不 仅 介 导 DNA 结合 ， 而 且 介 导 蛋 白质 二 聚 化 


许多 基因 调节 蛋白 以 同 源 二 聚 体 识别 DNA， 正 如 我 们 已 经 看 到 的 ， 可 能 是 因为 这 是 一 种 
获得 强 有 力 特 异性 结合 的 简单 方式 〈 图 7-15)。 通 常 ， 负 责 二 聚 化 的 蛋白 质 部 分 与 负责 与 
DNA 结合 的 蛋白 质 部 分 是 不 同 的 〈 图 7-14), 9 有 一 种 基 序 将 这 两 种 功能 以 巧妙 而 且 经 
济 的 方式 结合 起 来 。 它 称 为 亮 氨 酸 拉链 ， 之 所 以 这 样 称谓 ， 是 因为 分 别 来 自 每 个 单 体 的 螺 
旋 结 合 起 来 形成 一 段 短 小 的 卷曲 螺旋 的 方式 〈 图 3-11) 。 从 每 个 螺旋 的 一 侧 伸 出 的 疏水 氨基 酸 
侧 链 〈 通 常 在 亮 氨 酸 上 ) 之 间 的 相互 作用 将 两 个 螺旋 维系 起 来 ， 就 在 两 个 a 螺旋 二 聚 化 接触 
面 以 外 ， 它 们 彼此 分 离 形成 一 个 Y 形 结构 ， 这 使 它们 的 侧 链 能 够 接触 DNA 的 大 沟 。 因 此 这 
个 二 聚 体 将 双 螺旋 紧 紧 扣 住 ， 就 像 陈 衣 绳 上 的 夹子 一 样 〈 图 7-21), 


异 源 二 聚 化 扩大 了 基因 调节 蛋白 所 能 识别 的 DNA 序列 种 类 


到 目前 为 止 我 们 已 看 到 的 许多 基因 调节 蛋白 结合 DNA 都 是 以 同 源 二 聚 体 的 形式 ， 即 

由 两 个 相同 的 亚 基 组 成 的 二 聚 体 。 然 而 许多 基因 调节 蛋白 ， 包 括 亮 氨 酸 拉链 ， 也 能 与 不 相 
同 的 成 分 结合 起 来 ， 形 成 由 两 个 不 同 亚 基 组 成 的 异 源 二 聚 体 。 由 于 典型 的 异 源 二 聚 体 由 两 
种 具有 不 同 的 DNA 结合 特异 性 的 蛋白 质 形成 ， 所 以 基因 调节 蛋白 的 混合 和 配对 形成 的 异 
源 二 聚 体 大 大 增加 了 这 些 蛋 白质 能 够 展示 的 DNA 结合 特异 性 。 如 图 7-22 所 示 ， 从 理论 上 

讲 ， 由 两 类 亮 氨 酸 拉链 单 体 可 以 形成 3 种 不 同 的 DNA 结合 特异 性 ， 而 3 类 单 体 则 可 以 形成 
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图 7-21 结合 到 DNA 上 的 亮 氨 酸 拉链 二 聚 体 
两 个 a 螺旋 DNA 结合 结构 域 底部) 通过 它们 的 a 螺旋 亮 
氨 酸 拉链 区 域 〈 顶 部 ) 二 聚 化 形成 一 个 倒 Y 形 结构 .Y 的 
每 一 条 臂 由 一 个 螺旋 形成 ， 各 来 自 一 个 单 体 ， 并 由 该 并 
介 导 对 DNA 大 沟 中 特定 DNA 序列 的 结合 。 每 个 a 螺旋 结 
合 对 称 DNA 结构 的 一 半 ， 图 中 所 示 结 构 是 酵母 Gcn4 蛋白 ， 
它 响 应 环境 中 可 资 利用 的 氨基 酸 对 转录 进行 调节 (摘自. 
E. Ellenberger et al., Cell 71，1223 一 1237，1992) 


6 种 ， 依 此 类 推 。 

然而 这 种 任意 配对 也 是 有 限制 的 ， 如果 
一 个 典型 的 真 核 细胞 中 许多 类 型 的 亮 氨 酸 拉 
链 蛋白 全 部 形成 异 源 二 聚 体 ， 那 么 细胞 的 基 
因 调 控 环 路 之 间 的 “交叉 对 话 ” 数 量 就 会 如 
此 巨大 ， 以 至 于 会 产生 混乱 。 是 否 能 形成 一 
个 特定 的 异 源 二 聚 体 决 定 于 两 个 亮 氨 酸 拉链 
a 螺旋 的 朴 水 表面 彼此 接合 得 有 多 好 ， 继 而 
又 决定 于 两 个 拉链 区 域 确切 的 氨基 酸 序列 。 
因此 细胞 内 每 个 亮 氨 酸 拉链 蛋白 只 能 与 其 他 
亮 氮 酸 拉链 蛋白 中 的 小 部 分 形成 二 聚 体 。 

异 源 二 聚 体 化 是 组 合式 调控 的 一 个 例 
子 。 在 这 种 调控 中 ， 由 不 同 的 蛋白 质 组 合 起 
来 而 不 是 单个 蛋白 质 来 调控 细胞 过 程 。 异 源 
二 聚 化 是 真 核 生 物 细胞 用 来 调控 基因 表达 的 
机 制 之 一 ， 它 在 广泛 的 不 同类 型 基因 调节 蛋 
白 中 发 生 (图 7-23)。 我 们 后 面 还 会 讨论 到 ， 
异 源 二 聚 化 基因 调节 复合 物 的 形成 只 是 调控 
基因 表达 的 多 种 组 合 机制 中 的 一 种 。 

在 基因 调节 蛋白 进化 的 过 程 中 ， 类 似 的 
组 合 规则 将 两 个 不 同 的 DNA 结合 结构 域 连 
接 成 单个 多 肽 链 ， 从 而 产生 了 新 的 DNA 结 
合 特异 性 〈 图 7-24) 。 


图 7-22 亮 氨 酸 拉链 蛋白 异 源 二 聚 化 能 改变 它们 的 DNA 结合 特异 性 
亮 氨 酸 拉链 同 源 二 聚 体 结合 对 称 的 DNA 序列 ， 如 左边 和 中 间 的 图 中 所 示 。 这 两 种 蛋白 质 识 别 不 同 的 DNA 序 
列 ， 如 图 中 DNA 中 用 红色 和 蓝 色 区 域 所 示 。 两 种 不 同 的 单 体 可 以 组 合 形成 异 源 二 珍 体 ， 识 别 由 红色 和 蓝 色 
区 域 组 成 的 杂 合 DNA 序列 


螺旋 - 环 -螺旋 也 介 导 二 聚 化 和 DNA 结合 


另 一 种 与 亮 氨 酸 拉链 相关 的 重要 的 DNA 结合 基 序 是 螺旋 - 环 -螺旋 (HLH) ， 不 应 当 将 它 
和 前 面 讨论 的 螺旋 -转角 -螺旋 混 清 起 来 。 一 个 HLH 基 序 由 一 个 环 将 一 个 短 a 螺旋 和 男 一 个 
更 长 的 “螺旋 连接 起 来 组 成 。 这 个 环 的 可 变性 允许 一 个 螺旋 回 折 跟 另 一 个 HLH 蛋白 看 在 一 
起 。 正 如 图 7-25 中 所 示 ， 这 个 双 螺 旋 结 构 既 可 以 与 DNA 结合 ， 也 可 以 与 男 一 个 HLH 蛋白 
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图 7-23 与 其 DNA 识别 位 点 结合 的 两 个 同 源 异 型 域 蛋 白 组 成 的 异 源 二 聚 体 
右边 蛋白 质 〈Mata2) 的 4 号 黄色 螺旋 在 不 存在 左边 的 蛋白 质 〈Matel) 时 发 生 结构 破坏 ， 只 有 在 异 源 二 
聚 化 时 才 形 成 一 个 螺旋 。 因 而 DNA 序列 由 两 个 蛋白 质 共同 识别 ; 图 7-16 显示 了 a2 产生 的 部 分 蛋白 质 - 
DNA 接触 。 这 两 种 蛋白 质 来 自 出 葡 酵母 ， 在 其 中 异 源 二 聚 体 指令 了 特定 的 一 种 细胞 类 型 〈 图 7-65 


mR 
旋 的 编号 与 图 7-16 中 的 一 致 (摘自 T. Li et al., Science 270; 262~269, 1995) 


同 源 异 形 域 


POU 特 异 结构 域 


图 7-24 两 个 DNA 结合 结构 域 由 一 条 和 柔性 的 多 肽 链 共 价 相连 
中 所 示 的 结构 〈 称 为 POU 结构 域 ) 申 一 个 同 源 结构 域 和 一 个 螺旋 -转角 -螺旋 结构 〈 与 入 噬菌体 阻 过 蛋白 密切 相关 ， 
如 图 7-14 所 示 ) 通过 一 条 用 线段 表示 的 柔性 多 肽 “绳子 ”连接 起 来 而 形成 。 整 个 蛋白 质 由 一 个 基因 编码 并 以 一 条 连 
续 的 肽 链 合成 。 两 个 结构 以 这 种 方式 共 价 连接 导致 蛋白 质 与 其 特异 的 DNA 序列 的 亲和力 相 比 任何 单独 结构 的 DNA 
亲和力 大 大 提高 。 一 组 哺乳 动物 基因 调节 蛋白 作为 这 种 结构 的 例子 ， 调 控 着 生长 因子 ， 免 疫 球 蛋白 和 其 他 参与 发 育 
的 分 子 。 图 中 所 示 的 特定 例子 来 自 Oct-1 蛋白 (摘自 J.D. Klemm et al. , Cell 77:21~32,1994) 
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图 7-25 结合 DNA 的 一 种 螺旋 - 环 -螺旋 二 聚 体 
两 个 单 体 维系 在 一 个 四 螺旋 东 中 ， 每 个 单 体 贡献 两 个 a。 螺旋， 它们 由 一 个 蛋白 质 柔 性 环 连接 起 来 红色 )。 特 异 的 
DNA 序列 由 突出 到 四 螺旋 东 之 外 的 两 个 a 螺旋 结合 (摘自 A. R. Ferre-D Amare et al Nature 363;38~45,1993) 


中 的 HLH 基 序 结合 。 与 亮 氨 酸 拉链 蛋白 一 样 ， 另 一 个 HLH 蛋白 可 以 相同 (形成 一 个 同 源 
二 聚 体 )， 也 可 以 不 同 〈 形 成 一 个 异 源 二 聚 体 )。 在 两 种 情况 中 ， 从 二 聚 化 交界 面 伸 出 的 两 个 
a 螺旋 与 DNA 之 间 形 成 特异 的 接触 。 

许多 HLH 蛋白 缺少 负责 结合 DNA 的 “螺旋 延伸 。 这 些 截 短 的 蛋白 质 能 与 全 长 的 HLH 
蛋白 形成 异 源 二 聚 体 ， 但 是 这 个 异 源 二 聚 体 不 能 紧密 结合 DNA， 因 为 它们 只 形成 所 必需 的 接 
触 中 的 一 半 。 因 此 ， 除 了 产生 活性 二 聚 体 以 外 ， 蜡 源 二 聚 化 也 提供 了 一 种 方式 ， 控 制 特 定 基 
因 调 节 蛋 白 (图 7-26) 。 


无 活性 HLH 异 源 二 到 体 


图 7-26 截 短 的 HLH 蛋白 进行 的 抑制 性 调节 
HLH 基 序 负责 二 聚 化 和 DNA 结合 。 左边 ，HLH 同 源 二 聚 体 识别 对 称 的 DNA 序列 。 右 边 ， 全 长 HLH 蛋白 
GEE) 与 缺少 DNA 结合 = 螺旋 的 截 短 的 HLH 蛋白 (绿色 ) 结合 生成 一 个 异 源 二 案 体 ,不 能 牢 阅 结合 DNA, 
如 果 过 量 存在 ， 截 短 蛋 白质 分 子 就 会 阻 断 全 长 HLH 蛋白 的 同 源 二 聚 体 化 ， 因 而 阻止 它 结合 DNA 


还 不 能 预测 出 所 有 基因 调节 蛋白 识别 的 DNA 序列 
我 们 已 经 讨论 的 不 同 DNA- 结 合 基 序 提供 了 结构 框架 ， 特 定 的 氨基 酸 侧 链 从 它 上 面 伸 出 ， 
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与 DNA 中 的 特异 碱 基 对 接触 。 因 此 ， 如 果 问 是 否 存在 一 个 简单 的 氨基 酸 - 碱 基 对 识别 密码 是 
合理 的 : 例如 ， 是 否 一 个 G-C 碱 基 对 总 是 与 特定 的 某 个 氨基 酸 侧 链接 触 ? 答案 似乎 是 否定 
的 ， 尽 管 某 些 类 型 的 氨基 酸 - 碱 基 相互 作用 看 起 来 比 另外 的 一 些 频率 要 高 得 多 〈 图 7-27)。 我 
们 在 第 3 章 看 到 ， 实 际 上 具有 任何 形状 和 化 学 的 蛋白 质 表面 可 以 仅仅 由 20 种 不 同 氨基 酸 形 
成 ， 而 基因 调节 蛋白 利用 它们 的 不 同 组 合 形成 与 特定 DNA 序列 精确 互补 的 表面 。 我 们 知道 
相同 的 碱 基 对 因此 由 于 周围 环境 不 同 可 以 有 许多 方式 进行 识别 〈 图 7-28) 。 然 而 ， 分 子 生物 学 
家 正 开始 深入 地 了 解 蛋 白质 -DNA 识别 问题 ， 我 们 不 久 就 应 该 能 设计 出 识别 任何 想 要 的 DNA 
序列 的 蛋白 质 。 
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图 7-27 一 种 最 常见 的 蛋白 质 -DNA 相互 作用 
由 于 其 特殊 的 氧 键 受 体 几何 学 特征 〔 图 7-7)， 鸟 嗓 叭 能 由 精 氨 酸 的 侧 链 模糊 识别 。 
图 7-12 中 则 显示 了 另 一 种 常见 的 蛋白 质 -DNA 相互 作用 


利用 凝 胶 迁 移 率 变动 分 析 能 容易 地 发 现 序列 特异 性 DNA 结合 蛋白 


遗传 分 析 能 提供 一 条 发 现 细菌 、 酵 母 和 果 蝇 的 基因 调节 蛋白 的 途径 ， 但 在 脊 椎 动物 中 就 
要 困难 得 多 。 因 此 ， 分 离 背 椎 动物 基因 调节 蛋白 就 必须 等 到 新 方法 出 现 。 这 些 方法 有 许多 依 
赖 于 在 细胞 抽 提 物 中 DNA 结合 蛋白 的 发 现 ， 这 些 蛋 白质 能 特异 性 地 识别 已 知 的 调控 特定 基 
因 表 达 的 DNA 序列 。 最 常见 的 发 现 序列 特异 的 DNA 结合 蛋白 的 方法 就 是 利用 一 种 基于 结合 
蛋白 对 电场 中 DNA 分 子 移动 影响 的 技术 。 

DNA 分 子 带 有 大 量 的 负电 荷 ， 因 而 在 电场 中 将 迅速 向 正极 移动 。 当 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 
泳 进行 分 析 时 ，DNA 分 子 根据 其 大 小 被 分 开 ， 因 为 较 小 的 分 子 比 大 分 子 更 容易 穿 过 细小 的 凝 
胶 网 格 。 结 合 到 DNA 分 子 上 的 蛋白 质 分 子 将 使 它 通过 凝 胶 的 速度 慢 得 多 ;， 一 般 来 说 ,结合 
的 蛋白 质 越 大 ，DNA 分 子 阻 滞 就 越 严 重 。 这 种 现象 为 凝 胶 迁 移 率 变动 分 析 提 供 了 基础 。 这 种 
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图 7-28 概括 不 同 的 6 锌 指 与 它们 的 DNA 识别 序列 之 间 序 列 特异 性 相互 作用 
即使 全 部 6 锌 指 具 有 相同 的 整体 结构 〈 图 7-17)， 但 每 一 个 都 结合 不 同 的 DNA 序列 。 标 上 数字 的 
氨基 酸 形成 识别 DNA 的 “螺旋 〈 图 7-17 和 图 7-18)， 那 些 产生 序列 特异 性 DNA 接触 的 氨基 酸 用 
绿色 表示 。 蛋 白质 接触 的 残 基 用 橙色 表示 。 虽 然 精 氨 酸 - 叮 叭 接触 较 常见 〈 图 7-27)， 但 嗓 叭 也 能 
被 丝氨酸 、 组 氨 酸 和 赖 氨 酸 识别 ， 如 图 所 示 。 此 外 ， 相 同 的 氨基 酸 〈 本 例 中 是 丝氨酸 ) 能 识别 不 
只 一 种 碱 基 。 所 描绘 的 锌 指 中 有 两 个 来 自 TTK 蛋白 〈 一 种 在 果 蝇 发 育 过 程 中 起 作用 的 蛋白 质 )， 
两 个 来 自 图 7-18 中 显示 的 小 鼠 蛋白 〈Zif268)， 还 有 两 个 来 自 一 种 人 类 蛋白 〈GL1)， 其 畸变 形式 
能 引起 某 些 癌症 GALA C. Branden and J. Tooze, Introduction to Protein Structure, 2nd edn. 

New York; Garland Publishing, 1999) 


方法 甚至 能 容易 地 测 出 痕 量 的 序列 特异 DNA 结合 蛋白 。 在 这 种 分 析 中 ， 对 一 段 特定 长 度 和 
序列 的 DNA 端 片段 〈 申 DNA 克隆 或 者 化 学 方法 合成 得 到 ) 进行 放射 性 标记 ， 并 与 细胞 抽 提 
物 混合 ， 然 后 将 混合 物 上 样 到 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 上 进行 电泳 。 如 果 这 个 DNA 片段 对 应 一 段 多 
个 序列 特异 性 蛋白 质 结合 的 染色 体 区 域 ， 放 射 自 显影 将 显示 出 一 系列 DNA 条 带 ， 每 一 条 带 
都 不 同 程度 地 发 生 了 阻 灌 ， 并 代表 一 个 不 同 的 DNA- 蛋 白质 复合 物 。 然 后 产生 凝 胶 上 每 一 条 
带 的 蛋白 质 彼此 间 可 以 通过 随后 进行 的 细胞 抽 提 物 分 级 进行 分 离 〈 图 7-29). 
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图 7-29 凝 胶 迁 移 率 变动 分 析 
《A) 中 概括 显示 了 该 分 析 的 原理 。 本 例 中 将 产生 抗体 的 细胞 系 提取 物 与 放射 性 DNA 片段 混合 ， 它 含有 大 
约 160 个 核 背 酸 的 基因 调节 序列 ， 来 自 该 细胞 系 的 抗体 轻 链 的 编码 基因 。 提取 物 中 的 蛋白 质 对 DNA 片段 迁 
移 率 的 影响 通过 多 聚 丙烯 栈 胺 栈 胶 电泳 以 及 随后 的 放射 性 自 显 影 进 行 分 析 。 没 有 结合 蛋白 质 的 DNA 片段 
迅速 向 凝 胶 底部 迁移 ， 而 结合 了 蛋白 质 的 DNA 片段 则 受到 迟滞 ， 结果 找到 6 条 迟滞 带 表明 提取 物 含有 6 种 
不 同 的 序列 特异 性 DNA 结合 蛋白 (用 C1 一 C6 表示 ) 结合 到 该 DNA 序列 上 。( 为 简单 起 见 ， 任 何 结合 | 
过 一 个 蛋白 质 的 DNA 片段 已 从 图 中 略 去 .) 在 (B 中 ， 利 用 标准 层 析 技 术 分 级 分 离 “上 而 )， 每 个 分 离 
成 分 与 放射 性 DNA 片段 混合 ， 然 后 在 聚 丙烯 酰胺 覆 胶 电泳 的 一 条 泳 道上 进行 电泳 ， 并 像 ‘A》 中 那样 
进行 分 析 [(B) 摘 自 CScheidereit, A. Heguy and R. G. Roeder, Cell 51: 783~793, 1987] 


DNA 亲 和 层 析 使 序列 特异 DNA 结合 蛋白 的 纯化 更 容易 


一 旦 某 个 基因 调节 蛋白 识别 的 DNA 序列 已 经 确定 ， 可 以 应 用 一 种 称 为 DNA 亲 和 层 析 的 
功能 特别 强大 的 纯化 方法 。 用 化 学 方法 合成 一 段 正 确 序列 的 双 链 赛 聚 核 苷 酸 ， 并 连接 到 不 溶 
性 的 多 孔 基质 上 ， 如 琼脂 糖 ， 然 后 用 结合 有 寡 聚 核 苷 酸 的 基质 构建 一 个 柱子 ， 选 择 性 地 结合 
能 识别 特定 DNA 序列 的 蛋白 质 〈 图 7-30) 。 利 用 这 种 方法 只 需 付 出 较 小 的 努力 就 能 获得 多 至 
10 000 倍 的 纯化 效率 。 
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图 7-30 DNA 亲 和 层 析 
第 一 步 ， 在 装 有 大 量 不 同 DNA 序列 的 柱子 中 将 全 部 能 结合 DNA 的 蛋白 质 与 其 余 细胞 蛋白 质 分 离 。 
大 多 数 序列 特异 的 DNA 结合 蛋白 对 大 量 DNA 亲和力 弱 非特 异性 )， 因 而 保留 在 柱子 上 。 这 种 亲 
和 力 大 多 是 由 于 离子 吸引 ， 并 且 可 以 用 中 等 浓度 的 盐 溶 液 将 这 些 蛋 白质 从 DNA 上 洗 脱 下 来 。 第 二 
步 ，DNA 结合 蛋白 混合 物 经 过 只 含有 特定 DNA 序列 的 柱子 。 通 常情 况 下 ， 全 部 DNA 结合 蛋白 将 
会 结合 到 柱子 上 ， 大 多 数 是 通过 非特 异 相互 作用 。 青 用 中 等 浓度 盐 溶 液 洗 脱 这 些 蛋 白质 ， 久 在 柱 
了 上 的 都 是 那些 特异 性 地 结合 通常 有 一 种 或 几 种 ) 因 而 非常 紧密 地 结合 特定 DNA 序列 的 蛋白 质 。 
这 些 留 下 来 的 蛋白 质 可 以 利用 很 高 盐 浓 度 的 溶液 从 柱子 上 洗 脱 


虽然 大 部 分 结合 特异 DNA 序列 的 蛋白 质 在 每 个 较 高 等 的 真 核 细胞 中 存在 的 拷贝 数 
达到 几 千 个 (而 且 一 般 只 代表 总 共 50 000 种 细胞 总 蛋白 质 的 一 部 分 )， 为 了 利用 质谱 或 
其 他 方式 〈 讨 论 见 第 8 章 ) 获得 蛋白 质 的 部 分 氨基 酸 序列 ， 通 常 可 以 利用 亲 和 层 析 分 离 
足够 纯化 的 蛋白 质 〈 讨 论 见 第 8 章 )。 如 果 生 物 完整 的 基因 组 序列 已 知 ， 这 部 分 氨基 酸 
序列 就 可 以 用 来 鉴定 基因 。 这 个 基因 提供 了 该 蛋白 质 完整 的 氨基 酸 序列 ， 而 有 关外 显 子 
和 内 含 子 边 界 的 任何 不 确定 性 都 能 通过 分 析 这 个 基因 产生 的 mRNA 得 到 解决 ， 见 第 8 章 
描述 。 这 个 基因 也 提供 了 通过 基因 工程 技术 无 限量 合成 该 蛋白 质 的 方式 (讨论 见 
第 8 章 )。 


可 以 确定 出 一 个 基因 调节 蛋白 识别 的 DNA 序列 


有 些 基因 调节 蛋白 在 它们 结合 的 DNA 序列 已 知 以 前 就 发 现 了 。 例 如 ， 许 多 果 蝇 同 源 异 
型 结构 域 蛋白 是 通过 分 离 翅膀 发 育 改 变 了 的 突变 体 而 发 现 的 。 这 使 得 编码 这 些 蛋 白质 的 基因 
能 够 鉴定 出 来 ， 然 后 这 些 蛋 白质 可 以 在 培养 细胞 中 过 量 表达 并 容易 纯化 得 到 。 确 定 一 种 基因 


调节 蛋白 识别 的 DNA 序列 的 方法 之 一 就 是 利用 纯化 的 蛋白 质 从 大 量具 有 不 同 序列 的 短 核 苷 
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酸 库 中 筛选 出 与 它 紧 密 结 合 的 那些 序列 。 经 过 多 轮 筛选 ， 可 以 确定 出 紧密 结合 的 DNA 的 核 
苷 酸 序列 ， 继 而 可 以 设计 出 针对 这 个 基因 调节 和 蛋白 的 共有 DNA 识别 序列 (图 7-31)。 电 脑 可 
以 利用 共有 序列 来 搜寻 基因 组 序列 ， 因 而 鉴定 出 转录 可 能 受到 这 个 感 兴趣 的 基因 调节 蛋白 调 
控 的 候选 基因 。 然 而 这 种 策略 并 不 是 万 无 一 失 的 。 例 如 ,许多 生物 产生 一 组 密切 相关 的 基因 
调节 和 蛋白， 识别 非常 类 似 的 DNA 序列 ， 这 种 方法 就 不 能 解决 它们 的 问题 。 在 大 多 数 情况 下 ， 
通过 基因 组 搜寻 获得 的 基因 调节 蛋白 作用 位 点 的 估计 必须 利用 更 直接 的 方法 ， 比 如 下 一 部 分 
要 描述 的 方法 ， 来 检验 。 


DNA 结 合 特异 性 未 
(SS ananassae 
=~ N 
— ` 
| FY’ 
SLIT LCE SE EE 
ia pe ire 与 DNA 交 联 
人 zs a 
DAF ) 将 DNA 打 断 成 小 片段 
a= ( 约 300 BETFAIR) 
an A en 
MALARIA = 
“I 包含 基因 组 其 余部 分 
SRDS 的 许多 其 他 DNA 片 段 
用 抗 基因 调控 纪 白 
全 A 的 抗体 沉淀 DNA 
ERKLI 
密 结 合 的 DNA 片 
段 进行 测序 全- 
SHIRES, 
i ih aes M ENK 
tbr 
PCR 扩 增 沉淀 的 DNA 


图 7-31 确定 基因 调节 蛋白 识别 的 DNA 序列 的 方法 
纯化 的 基因 调节 蛋白 与 数 百 种 不 同 的 短 DNA 片段 混合 ， à 
些 片段 每 个 都 有 不 同 的 核 萌 酸 序列 。 一 组 这 样 的 DNA 片段 
可 以 利用 程序 化 DNA 合成 仪 合成 。 它 是 化 学 合成 所 需要 的 
DNA 序列 的 仪器 “讨论 见 第 8 章 )。 例 如 ， 一 段 11 HRN 
DNA 片段 就 有 4 或 将 近 420 万 种 可 能 的 核 苷 酸 序列 。 然 后 
紧密 结合 基因 调节 蛋白 的 双 链 DNA 序列 与 不 能 结合 的 序列 图 7-32 染色 质 免疫 沉淀 
分 离 。 一 种 实现 这 种 分 离 的 方法 就 是 通过 凝 胶 迁 移 率 变动 分 该 方法 能 鉴定 出 体内 基因 调节 蛋白 占据 的 基因 
析 ， 如 图 7-29 所 述 。DNA - 熏 白 质 复合 物 与 游离 DNA 分 离 以 。 组 中 的 位 点 。 利 用 聚合 酶 链 反应 (PCR) 扩 增 
后 将 DNA 片段 从 蛋白 质 中 除去 ， 并 重复 进行 多 次 相同 的 得 DNA 将 在 第 8 章 描述 。 将 片段 混合 物 与 DNA 
选 流程 。 经 过 多 轮 得 选 仍然 裸露 的 DNA 片段 的 核 昔 酸 序列 微 阵列 杂交 可 以 确定 发 生 沉淀 的 扩 增 DNA 片 

可 以 进行 确定 ， 并 得 到 一 个 共有 DNA 识别 序列 段 ， 这 些 也 将 在 第 8 章 描述 
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染色 质 免疫 沉淀 技术 可 以 在 活 细胞 中 鉴定 出 基因 调节 蛋白 结合 的 DNA 
位 点 


一 般 来 说 ， 给 定 的 某 个 基因 调节 蛋白 不 能 任何 时 候 都 占有 基因 组 内 所 有 潜在 的 DNA 结 
合 位 点 。 在 有 些 情况 下 ， 可 能 这 个 蛋白 质 没有 合成 ， 因 而 在 细胞 内 不 存在 ; 或 者 ， 例 如 ， 它 
可 能 存在 但 是 为 了 在 活 细胞 中 有 效 地 结合 DNA， 已 经 与 其 他 蛋白 质 形 成 了 异 源 二 聚 体 ; 或 者 
它 可 能 排除 在 核 外 ， 直 到 从 细胞 所 处 环境 中 接受 到 合适 的 信号 。 一 种 称 为 染色 质 免 疫 沉淀 的 
方法 能 赁 经验 确定 出 给 定 基因 调节 蛋白 在 特定 的 一 组 条 件 下 占有 的 DNA 位 点 (图 7-32)。 在 
活 细胞 内 将 蛋白 质 DNA 共 价 交 联 起 来 ， 然 后 裂解 细胞 ， 将 DNA 用 机 械 力 打 断 成 小 片段 。 巾 
于 交 联 时 蛋白 质 接近 DNA， 所 以 接着 用 针对 给 定 基因 调节 蛋白 的 抗体 可 以 纯化 共 价 交 联 在 这 
个 基因 调节 蛋白 上 的 DNA。 使 用 这 种 方法 ， 可 以 确定 出 原先 细胞 内 基因 调节 蛋白 占有 的 
DNA 位 点 。 

这 种 方法 也 常用 来 鉴定 由 各 种 类 型 的 修饰 组 蛋白 包装 起 来 的 基因 组 上 的 位 点 〈 图 4-35) 。 
在 这 种 情况 下 ， 应 用 了 对 特定 组 蛋白 修饰 特异 的 抗体 。 


小 结 


基因 调节 蛋白 识别 具有 确定 序列 的 双 螺 旋 DNA 短片 段 ， 因 而 决定 了 细胞 中 数 千 个 基因 
的 哪 一 个 将 被 转录 。 在 各 种 生物 中 已 鉴定 出 数 千 种 基因 调节 蛋白 。 虽 然 这 些 蛋白 质 每 一 种 都 
有 其 独特 的 特征 ， 可 是 大 多 数 都 以 同 源 二 聚 体 或 异 源 二 聚 体形 式 结合 DNA， 并 通过 少量 几 种 
结构 基 序 中 的 一 种 识别 DNA。 常 见 的 基 序 包括 螺旋 -转角 -螺旋 、 同 源 异 型 结构 域 、 亮 氨 酸 拉 
链 、 螺 旋 - 环 -螺旋 和 各 种 类 型 的 锌 指 。 折 登 成 基 序 的 精确 氨基 酸 序 列 决定 了 它 识 别 的 DNA 
序列 。 异 源 二 聚 化 增加 了 基因 调节 蛋白 能 够 识别 的 DNA 序列 范围 。 利 用 基因 调节 蛋白 的 
DNA 序列 特异 性 ， 许 多 功能 强大 的 技术 可 以 用 来 鉴定 和 分 离 这 些 蛋白 质 ， 编 码 它们 的 基因 ， 
它们 识别 的 DNA 序列 ， 以 及 它们 调节 的 基因 。 


基因 开关 如 何 工作 


在 前 面 的 部 分 中 ， 我 们 描述 了 基因 开关 的 基本 组 分 一 一 基因 调节 蛋白 和 这 些 蛋 白质 识别 的 
特异 DNA 序列 。 现 在 我 们 要 讨论 这 些 组 分 如 何 运 行 ， 从 而 响应 不 同 的 信号 将 基因 打开 或 关闭 。 

就 在 40 年 前 ， 认 为 基因 能 够 打开 和 关闭 还 是 全 新 的 观点 。 这 种 观点 是 一 个 主要 的 进步 ， 
它 最 初 来 源 于 研究 大 肠 杆 菌 如 何 适应 它们 生长 培养 基 中 条 件 的 改变 。 在 和 鸣 菌 体 中 进行 的 类 
似 实验 得 到 许多 相同 的 结论 ， 并 帮助 确立 了 其 内 在 的 机 制 。 许 多 相同 的 原理 也 适用 于 真 核 细 
胞 。 然 而 由 于 在 高 等 生物 中 的 调控 极其 复杂 ， 以 及 它们 的 DNA 包装 成 染色 质 ， 所 以 产生 了 
特殊 的 困难 以 及 某 些 调控 的 新 机 制 ， 这 些 我 们 将 会 看 到 。 这 里 我 们 首先 讨论 最 简单 的 例子 ， 
细菌 中 一 种 应 答 单个 信号 的 开关 。 


色 氨 酸 阻 过 蛋白 是 在 细菌 中 将 基因 打开 或 关闭 的 一 种 简单 开关 


单 细胞 生物 大 肠 杆 菌 的 染色 体 由 一 条 长 约 4.6X10 ERAT AR DNA 分 子 组 成 。 
这 条 DNA 编码 了 将 近 4300 个 蛋白 质 ， 虽 然 任何 一 次 只 合成 其 中 的 一 部 分 。 许 多 这 些 蛋 白质 
的 表达 根据 环境 中 可 获取 的 食物 情况 受到 调控 。 这 一 点 可 以 通过 编码 合成 色 氨 酸 的 5 个 酶 的 


大 肠 杆菌 基因 加 以 说 明 。 这 些 基因 排列 成 单个 操纵 子 : 也 就 是 说 它们 在 染色 体 上 彼此 相 邻 ， 
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并 从 单个 启动 子 上 以 一 条 长 mRNA 分 子 转录 出 来 图 7-33)。 但 是 当 生长 培养 基 中 存在 色 氨 
酸 并 进入 细胞 内 时 〈 例 如， 该 细菌 位 于 刚刚 采 食 蛋 白质 后 的 哺乳 动物 肠 道 中 )， 细 胞 就 不 再 需 
要 这 些 酶 ， 并 将 它们 的 合成 关闭 。 


启动 了 
E D E B A 
TT 
操纵 基因 | 


色 氨 酸 生物 合成 酶 


图 7-33 ”大肠 杆菌 中 成 入 的 编码 合成 色 氨 酸 的 酶 的 基因 
这 5 个 基因 作为 一 条 mRNA 分 子 转录 ， 该 特征 使 它们 的 表达 能 够 协调 控制 。 以 单个 mRNA 分 
子 转 录 的 成 能 基因 在 细菌 中 经 常见 到 ， 每 一 个 这 样 的 基因 艇 称 为 一 个 操纵 子 


有 关 这 个 开关 的 分 子 基础 已 有 了 大 量 详细 的 了 解 。 已 在 第 6 章 描述 过 ， 启 动 子 是 一 段 特 
殊 的 DNA 序列 ， 指 导 RNA 聚合 酶 结合 到 DNA 上 ,打开 DNA 双 螺 旋 ， 并 开始 合成 一 条 
RNA 分 子 。 在 指导 色 氨 酸 生 物 合成 基因 转录 的 启动 子 内 ， 存 在 一 个 称 为 操纵 基因 的 调控 元 件 
(图 7-33)。 它 只 是 调节 DNA 中 由 阻 巡 蛋白 识别 的 有 确定 核 苷 酸 序列 的 一 小 段 区 域 ， 在 这 个 
例子 中 ， 该 阻 过 蛋白 称 为 色 氨 酸 阻 遇 蛋白 ， 是 螺旋 -转角 -螺旋 家 族 的 成 员 之 一 〈 图 7-14)。 细 
胞 这 样 安排 启动 子 和 操纵 基因 ， 当 色 氨 酸 阻 过 蛋白 占据 操纵 基因 时 ， 就 会 阻 断 RNA 聚合 
进入 启动 子 ， 因 而 阻止 色 氨 酸 合成 酶 的 表达 (图 7-34) 。 


启动 子 


= = SS A] 


4 cil 


MRNA 
基因 打开 基因 关闭 


A734 色 氨 酸 基因 的 打开 与 关闭 
如 果 细 胞 内 的 色 氨 酸 水 平 较 低 ，RNA 聚合 酶 就 结合 到 启动 子 上 转录 色 氨 酸 操纵 子 的 5 个 基因 。 然 而 ， 如 果 色 氨 酸 水 
平 较 高 ， 色 氨 酸 阻 歇 蛋白 活化 后 结合 到 操纵 基因 上 ， 在 这 里 它 阻 断 RNA 聚合 酶 结合 到 启动 子 上 。 无 论 什 么 时 候 细胞 
内 色 氨 酸 水 平 下 降 ， 阻 过 蛋白 就 释放 其 色 氨 酸 并 失 活 ， 从 而 允许 聚合 酶 开始 转录 这 些 基因 。 启 动 子 包括 两 个 重要 的 
DNA 序列 信息 区 域 ， 用 黄色 突出 显示 的 一 35 区 和 一 10 区 (图 6-12) 
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基因 表达 的 阻 断 受 一 种 精巧 的 方式 调控 : 为 了 结合 到 它 的 操纵 基因 DNA 上 ， 阻 过 蛋白 
必须 结合 有 两 分 子 的 色 氨 酸 。 如 图 7-35 所 示 ， 色 和 氨 酸 的 结合 使 阻 过 蛋白 的 螺旋 -转角 -螺旋 基 
序 发 生 倾 斜 ， 这样 它 就 能 正确 地 提供 给 DNA 大 沟 结合 ; 如 果 没 有 色 氨 酸 ， 基 序 就 向 内 摆动 ， 
该 蛋白 质 就 不 能 结合 到 操纵 基因 上 。 因 此 色 氢 酸 阻 过 蛋白 和 操纵 基因 形成 一 个 简单 的 装置 ， 
根据 可 获得 的 游离 色 氨 酸 的 情况 ， 打 开 或 关闭 色 氨 酸 生 物 合成 酶 的 合成 。 由 于 蛋白 质 活化 的 
DNA 结合 形式 起 关闭 基因 的 作用 ， 所 以 这 种 基因 调控 模式 称 为 负 调控 ， 而 以 这 种 方式 发 挥 功 
能 的 基因 调节 蛋白 称 为 转录 阻 跟 蛋白 或 基因 阻 过 蛋白 。 


图 7-35 色 氨 酸 结合 色 氮 酸 阻 遇 蛋 白 改 变 了 阻 遇 蛋白 的 构象 
构象 改变 使 该 基因 调节 焉 白 能 够 紧密 结合 特异 的 DNA 序列 〈 操 纵 基因 )， 因 而 阻 断 编码 合成 色 氨 酸 所 需 酶 的 基因 的 转录 
Corp 操纵 子 )， 图 中 说 明了 整个 细菌 螺旋 -转角 -螺旋 蛋白 的 三 维 结构 ， 分 别 在 有 色 氨 酸 结合 和 无 色 氨 酸 结合 的 情况 下 利用 
X 射线 衍射 得 到 。 色 氨 酸 结合 增加 了 同 源 二 聚 体 中 两 个 识别 螺旋 的 距离 ， 因 而 使 阻 过 蛋白 与 操纵 基因 紧 挨 着 结合 起 来 
(摘自 R. Zhang et al., Nature 327; 591~597, 1987) 


转录 激活 蛋白 将 基因 打开 


我 们 在 第 6 章 看 到 纯化 的 大 肠 杆菌 RNA 聚合 酶 〈 包 括 o WIE) 能 结合 到 启动 子 上 并 能 够 
起 始 DNA 转录 。 然 而 有 些 细菌 启动 子 自 身 只 发 挥 一 小 部 分 的 功能 ， 或 者 是 因为 它们 不 能 很 
好 地 被 RNA 聚合 酶 识别 ， 或 者 因为 聚合 酶 难以 打开 DNA 螺旋 并 开始 转录 。 在 这 两 种 情况 
下 ， 这 些 功能 较 弱 的 启动 子 可 以 由 基因 调节 和 蛋白 挽救 ， 这 些 蛋白 质 结 合 到 DNA 上 邻近 的 位 
点 ， 并 以 一 种 显著 增加 转录 起 始 可 能 性 的 方式 与 RNA 聚合 酶 接触 。 由 于 这 种 蛋白 质 以 活性 
的 DNA 结合 形式 将 基因 打开 ， 所 以 将 这 种 基因 调控 模式 称 为 正 调 控 ， 而 以 这 种 方式 发 挥 功 
能 的 基因 调节 和 蛋白 称 为 转录 激活 因子 或 者 基因 活化 蛋白 。 在 有 些 情况 下 ， 细 菌 基因 活化 蛋白 
为 RNA 聚合 酶 提供 额外 的 接触 表面 ， 从 而 帮助 RNA 聚合 酶 结合 到 启动 子 上 。 在 其 他 情况 
下 ， 它 们 可 能 通过 稳定 某 种 过 渡 状态 促使 聚合 酶 由 起 始 DNA 结合 构象 向 活跃 转录 形式 转变 。 

正如 在 转录 阻 过 蛋白 进行 的 负 调 控 那 样 ， 转 录 激活 蛋白 能 作为 一 种 简单 开启 -关闭 开关 的 
成 分 之 一 发 挥 作用 。 例 如 ， 当 没有 葡萄 糖 ， 细 菌 优先 利用 的 碳 源 可 以 利用 时 ， 细 菌 活化 蛋白 
质 CAP (分 解 代谢 物 激活 蛋白 ) 激活 那些 能 使 大 肠 杆 菌 利用 替代 碳 源 的 基因 。 葡 萄 糖水 平 下 


降 会 诱发 结合 CAP 蛋白 的 细胞 内 信号 分 子 环 AMP 增加 ， 从 而 使 该 蛋白 质 能 在 目标 启动 子 附 
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近 结 合 其 特异 的 DNA 序列 ， 并 因而 打开 适当 的 基因 。 通 过 这 种 方式 ， 根 据 细 胞 中 环 AMP 水 
平 是 高 还 是 低 ， 决 定 将 目标 基因 是 打开 还 是 关闭 。 图 7-36 概括 了 可 用 来 调节 基因 的 不 同 正 调 
控 和 负 调控 方式 。 
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图 7-36 概括 原核 生物 中 特定 基因 调节 蛋白 调控 基因 转录 的 机 制 
CA) MWR (B 正 调控 。 注意“ 诱导 ” 配 体 的 加 入 能 打开 基因 ， 或 者 是 通过 从 DNA 移 走 基因 阻 过 蛋白 左上 图 ) 
或 者 是 引起 基因 激活 蛋白 的 结合 〔 右 下 图 )。 同 样 ， “抑制 ” 配 体 的 加 入 能 关闭 基因 ， 或 者 是 通过 从 DNA 上 移 走 基因 激 
活 蛋 白 右 上 图 )， 或 者 是 引起 基因 阻 漳 蛋 白 的 结合 左下 图 》 
转录 激活 蛋白 与 转录 阻 遇 蛋 白 的 结构 在 许多 方面 都 相似 。 例 如 ， 色 氨 酸 阻 过 蛋白 和 转录 激 
活 蛋白 CAP 都 利用 了 一 个 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 (图 7-14)， 并且 为 了 结合 DNA， 两 者 都 需要 一 
个 小 辅助 因子 。 实 际 上 ， 有 些 细菌 蛋白 质 〈 包 括 CAP 和 噬菌体 阻 过 蛋白 ) 既 能 作为 激活 蛋 
白 ， 又 能 作为 阻 过 蛋白 ， 这 取决 于 它们 识别 DNA 序列 相对 于 启动 子 的 确切 位 置 : 如 果 蛋 白质 结 
合 位 点 与 启动 子 重合 ， 就 不 能 结合 聚合 酶 ， 该 蛋白 质 就 作为 一 个 阻 过 蛋白 (图 7-37)。 


一 个 转录 激活 蛋白 和 一 个 转录 阻 遏 蛋白 调控 lac 操纵 子 


更 复杂 的 基因 开关 类 型 将 正 调控 与 负 调 控 组 合 起 来 。 例如， 与 trp 操纵 子 不 同 ， 大 肠 杆 
菌 中 的 lac 操纵 子 由 lac BHI AE Al CAP 分 别 进行 负 和 正 的 转录 调控 。lac 操纵 子 编码 的 蛋白 
质 用 来 转运 乳糖 到 细胞 内 并 将 其 降解 。 我 们 已 看 到 ，CAP 使 细菌 在 缺少 葡萄 糖 时 能 利用 可 蔡 
代 碳 源 〈 如 乳糖 ) 。 然 而 ， 如 果 不 存在 乳糖 时 ，CAP 也 诱导 lac 操纵 子 表达 的 话 ， 就 会 很 浪 
费 ， 而 乳糖 阻 过 蛋白 确保 了 在 乳糖 缺乏 时 将 lac 操纵 子 关 闭 。 这 种 安排 使 lac 操纵 子 的 调控 区 
域 能 够 应 答 并 整合 两 种 不 同 的 信号 ， 这 样 只 有 当 遇 到 这 两 种 情况 时 ， 即 必须 存在 乳糖 ， 不 存 
在 葡萄 糖 时 ， 操 纵 子 才 高 度 表 达 。 任 何其 他 3 种 可 能 的 信号 组 合 都 将 这 一 串 基 因 保 持 在 关闭 
状态 (图 7-38)。 
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图 7-37 根据 在 DNA 中 结合 位 点 上 的 精确 定位 ， 有 些 细菌 基因 调节 蛋白 既 能 
作为 转录 激活 蛋白 又 能 作为 阻 遇 蛋白 
一 个 实例 就 是 和 鸣 菌 体 阻 过 蛋白 ， 对 于 有 些 基因 ， 该 蛋白 质 提供 有 利于 RNA 聚合 酶 (上 面 ) 的 接触 ， 因 而 作为 转录 激 
话 蛋 白 起 作用 。 对 于 另 一 些 基因 〈 底 部 )， 操 纵 基因 离 启 动 子 距离 减少 一 个 碱 基 对 ， 因 而 阻 过 蛋白 现在 与 RNA RANE 
争 结合 DNA， 而 不 是 帮助 它 。 如 图 7-14 所 示 ， 和 阻 过 蛋白 通过 螺旋 -转角 -螺旋 基 序 识别 它 的 操纵 基因 
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图 7-38 lac 操纵 子 的 双重 调控 
葡萄 精 和 乳糖 水 平 通过 影响 lac 阻 歇 蛋 白 和 CAP 来 调控 lac 操纵 子 转录 的 起 始 。 增 加 乳糖 就 会 增加 异 乳糖 浓度 ， 它 
结合 阻 近 蛋白 并 将 其 从 DNA 移 开 。 增 加 葡萄 糖 就 会 碱 少 环 AMP 的 浓度 ; 由 于 环 AMP 不 再 结合 CAP， 该 基因 激活 
蛋白 就 从 DNA 上 解 离 ， 关 闭 了 操纵 子 。 如 图 7-11 所 示 ， 已 知 CAP 结合 时 向 DNA 中 引入 奇 曲 ; 为 了 简 使 起 见 ， 这 
里 未 显示 出 这 种 弯曲 。lacZ, lac 操纵 子 的 第 一 个 基因 ， 编 码 了 Bp 半 乳 糖 冶 酶 ， 它 将 二 糖 乳糖 断裂 为 半 和 乳糖 和 葡萄 糖 。 
该 图 概括 了 lac 最 本 质 的 特征 ， 但 实际 上 情况 更 加 复杂 。 一 方面 ，DNA 上 有 几 个 lac 阻 过 蛋白 结合 位 点 。 虽 然 图 中 
所 说 明 的 结合 位 点 发 挥 了 最 大 的 作用 ， 但 其 他 的 也 是 完全 阻 过 所 需 的 。 此 外 ，lac 操纵 子 表达 从 未 完全 关闭 。 还 需要 
少量 的 及 半 屯 糖苷 酶 将 半 乳 糖 转化 为 异 乳 糖 ， 因 而 在 生长 培养 基 中 加 入 乳糖 时 会 使 lac 阻 遏 蛋白 失 活 
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50 多 年 前 ， 这 种 基因 开关 的 简单 逻辑 首先 引起 了 生物 学 家 的 注意 。 正 如 上 面 所 解释 的 ， 
这 个 开关 的 分 子 基础 通过 结合 遗传 学 和 生物 化 学 才 解 释 出 来 ， 从 而 最 先 提供 了 对 基因 表达 如 
何 调控 的 深刻 认识 。 虽 然 在 高 等 生物 中 也 利用 相同 的 基本 策略 调控 基因 表达 ， 但 是 所 利用 的 
基因 开关 常常 要 复杂 得 多 。 

真 核 细胞 中 转录 调控 很 复杂 

调节 lac 操纵 子 的 双 信号 开关 机 制 精巧 而 又 简单 。 然 而 ， 难 以 想像 它 是 怎样 变 成 一 个 复 
杂 系 统 ， 使 几 十 种 信号 能 够 调控 操纵 子 的 转录 : 在 启动 子 附近 没有 足够 的 空间 装 进 足够 多 的 
调节 DNA 序列 。 那 么 真 核 生 物 是 如 何 克 服 这 些 限制 并 形成 它们 更 复杂 的 基因 开关 呢 ? 

真 核 生物 中 的 转录 调控 与 通常 在 细菌 中 发 现 的 转录 调控 在 三 个 重要 方面 存在 差别 。 

首先 ， 真 核 生物 利用 基因 调节 和 蛋白， 即便 它们 结合 的 DNA 远离 它们 施加 影响 的 启动 子 
达成 千 上 万 个 核 背 酸 对 ， 它 们 也 能 发 挥 作 用 ， 这 就 意味 着 单个 启动 子 可 以 受到 散布 在 DNA 
上 的 几乎 无 限 数量 的 调节 序列 的 调控 。 

其 次 ， 我 们 在 最 后 一 章 会 看 到 ， 转 录 所 有 蛋白 质 编码 基因 的 真 核 生 物 RNA 聚合 酶 [不 
能 独立 起 始 转录 。 它 需要 一 组 称 为 通用 转录 因子 的 蛋白 质 ， 在 转录 开始 进行 之 前 ， 它 们 必须 
在 启动 子 上 组 装 起 来 “通用 ”这 个 词 是 指 这 些 蛋白 质 在 所 有 RNA 聚合 酶 由 转录 的 启动 子 上 
组 装 这 个 事实 ;在 这 个 方面 它们 与 基因 调节 蛋白 不 同 ， 后 者 只 在 特定 基因 上 发 挥 功能 ) 。 从 理 
论 上 讲 ， 这 个 组 装 过 程 提 供 了 多 个 步骤 ， 这 样 可 以 响应 调节 信号 ， 在 每 一 步 加 速 或 减 慢 转 录 
起 始 速率 ， 并 且 许多 真 核 生物 基因 调节 蛋白 对 这 些 步骤 施加 了 影响 。 

第 三 ， 真 核 生物 DNA 包装 成 染色 质 为 调控 提供 了 很 多 细菌 所 不 具备 的 机 会 。 

既然 第 6 章 已 讨论 过 RNA 聚合 酶 的 通 用 转录 因子 ， 这 里 我 们 主要 集中 在 第 一 和 第 三 
种 特征 ， 以 及 它们 怎样 选择 性 地 用 于 调控 真 核 基因 表达 。 


真 核 生物 基因 调节 蛋白 从 距离 调控 基因 表达 


与 细菌 相 似 ， 真 核 生物 利用 基因 调节 蛋白 (活化 蛋白 和 阻 过 蛋白 ) 调节 它们 的 基因 表达 ， 
但 其 方式 又 有 些 不 同 。 真 核 基因 激活 蛋白 结合 的 DNA 位 点 最 初 称 为 增强 子 ， 因 为 它们 的 存 
在 显著 地 “增强 了 ”或 者 加 速 了 转录 速率 。1979 年 发 现 这 些 激活 蛋白 能 远离 启动 子 几 千 个 核 
背 酸 结合 时 ， 很 让 人 上 吃惊。 此 外 ， 真 核 激活 蛋白 结合 到 真 核 基 因 上 游 或 下 游 时 都 能 影响 它 的 
转录 。 增 强 子 序列 与 结合 它们 的 蛋白 质 怎么 能 相距 这 么 远 的 距离 发 挥 作用 呢 ? 它们 与 启动 子 
又 是 如 何 通讯 的 呢 ? 

已 经 提出 许多 “ 远 距 离 作 用 ”的 模型 ， 但 是 其 中 最 简单 的 似乎 适用 于 大 多 数 情 况 。 增 强 
子 和 启动 子 之 间 的 DNA 形成 一 个 突 环 ， 使 结合 在 增强 子 上 的 激活 蛋白 能 与 结合 到 启动 子 上 
的 蛋白 质 (RNA 聚合 酶 ， 通 用 转录 因子 之 一 ， 或 其 他 和 蛋白质 ) 接触 (图 6-19)。 因 此 这 段 
DNA 作为 绳子 ， 帮 助 增强 子 上 结合 的 蛋白 质 与 即使 相距 远 达 几 千 个 核 芽 酸 对 的 启动 子 上 结合 
的 蛋白 复合 物 相互 作用 (图 7-39) 。 这 种 现象 也 在 细菌 中 发 生 ， 尽 管 较 不 常见 ， 且 在 短 得 多 的 
DNA 上 发 生 (图 7-40)。 


真 核 基 因 调 控 区 由 一 个 启动 子 和 调节 DNA 序列 组 成 


由 于 结合 到 远离 启动 子 的 DNA 上 时 ， 真 核 基因 调节 蛋白 能 够 调控 转录 ， 所 以 控制 基因 
表达 的 DNA 序列 常常 占据 很 长 一 段 DNA. 我们 将 用 基因 调控 区 这 个 词 指 参与 调节 一 个 基因 
转录 的 全 部 DNA〈 人 包括 启动 子 )， 在 这 里 通用 转录 因子 和 聚合 酶 进行 组 装 ， 全 部 调节 序列 结 
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(A) 
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DNA 双 螺旋 109) 


有 效 浓度 /nmolL) 


100 Be EF RR XT 


so 100015002000, 
500 核 背 酸 对 位 点 分 晤 的 核 苷 酸 对 
图 7-39 两 个 蛋白 质 与 DNA 双 螺 旋 上 分 开 的 位 点 结合 能 大 大 增加 它们 相互 作用 的 可 能 性 
CA) 两 个 蛋白 质 通过 中 间 长 500 个 核 童 酸 对 的 DNA 环 连 接 起 来 就 增加 了 它们 磁 擅 的 频率 。 蓝 色 着 色 的 程度 反映 了 红色 
蛋白 质 相对 于 白色 蛋白 质 将 定位 在 空间 每 个 位 置 的 可 能 性 。 (B) DNA 具有 和 柔性， 序列 形成 平滑 的 坡度 ， 一 般 约 每 隔 
200 核 普 酸 对 形成 一 次 90 度 弯曲 (这 曲 的 转角 )。 因 此 ， 当 两 个 蛋白 质 仅仅 相隔 100 个 核 苷 酸 对 连接 起 来 ， 它 们 的 接触 
就 比较 受 限 制 。 在 这 些 情况 下 ， 当 分 隔 两 种 蛋白 质 的 核 背 酸 对 数目 为 10 的 售 数 时 ， 就 能 促进 蛋白 质 相 互 作用 。 这 些 核 
华 酸 将 两 个 蛋白 质 置 于 蛋白 质 螺旋 〈 大 约 每 一 加 有 10 BEER) 的 同一 侧 ， 并 因而 位 于 DNA 环 内 ， 在 这 里 它们 可 以 彼 
此 接触 得 非常 好 。《〈C) 在 白色 蛋白 质 结合 的 位 点 上 红色 蛋白 质 理论 上 的 有 效 浓度 ， 作 为 它们 分 隔 距 离 的 函数 [(C) 经 
Gregory Bellomy 许可 ,摘自 M. C. Mossing and M. T. Record, Science 233; 889~892; 1986, © AAAS] 


A740 远 距 离 的 基因 活化 
(A) Ntrc 是 一 种 细菌 基因 调节 蛋白 ， 它 通过 促进 RNA 聚合 酶 从 最 初 的 启动 子 结合 状态 向 形成 起 始 复合 
物 状态 的 过 渡 来 激活 转录 〈 讨 论 见 第 6 章 )。 如 图 所 示 ，Ntrc 刺激 的 转变 需要 ATP 水 解 产生 的 能 量 ， 尽 
管 这 种 要 求 对 于 细菌 转录 起 始 来 讲 比较 少见 。(B) 电镜 中 可 观察 到 Ntre 与 RNA 聚合 酶 相互 作用 ， 位 于 
它们 之 间 的 DNA 形成 环 。 虽 然 DNA 成 环 引起 的 转录 激活 在 细菌 中 少见 ， 但 对 于 真 核 生物 基因 调节 蛋白 
来 讲 则 比较 典型 [(B) 经 Harrison Echols and Sydney Kustu 许可 ) 
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合 上 基因 调节 蛋白 ， 来 调节 启动 子 上 组 装 过 程 的 速率 〈 图 7-41)。 在 高 等 生物 中 ， 发 现 某 个 基 
因 的 调节 序列 长 达 50 000 个 核 背 酸 对 也 并 不 少见 。 虽 然 这 段 DNA 大 部 分 作为 “间隔 ”序列 ， 
不 能 由 基因 调节 蛋白 所 识别 ,但 是 这 种 间隔 DNA 可 能 通过 提供 DNA 结合 蛋白 之 间 通 讯 所 需 
的 灵活 性 来 促进 转录 。 还 有 重要 的 一 点 是 记 住 与 其 他 真 核 染 色 体 区 域 一 样 ， 大 部 分 基因 调控 
区 的 DNA 都 包装 成 核 小 体 和 更 高 级 的 染色 质 形式 ， 因 而 压缩 了 它 的 长 度 。 
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图 7-41 典型 真 核 基因 的 基因 调控 区 
局 动 子 是 通用 转录 因子 和 聚合 酶 装配 的 DNA 序列 (图 6-16)。 调 节 序 列 的 作用 是 作为 基因 调节 蛋白 的 结合 位 点 ， 
这 些 调节 蛋白 在 DNA 上 的 存在 影响 了 转录 起 始 的 速率 。 这 些 序列 可 以 位 于 启动 子 相 邻 位 置 ， 或 在 其 上 游 较 远 位 
首 ， 甚 至 位 于 内 会 子 中 或 者 基因 的 下 游 。DNA 环 化 据 认为 使 基因 调节 蛋白 能 够 结合 这 些 位 置 中 任何 一 个 ， 以 便 和 
启动 子 上 组 装 的 蛋白 质 相互 作用 ， 尽 管 在 启动 子 上 装配 通用 转录 因子 对 于 所 有 聚合 酶 由 转录 的 基因 都 相同 ， 但 对 
于 每 个 基因 而 言 ， 基 因 调节 蛋白 以 及 它们 结合 位 点 相对 于 启动 子 的 位 置 是 不 同 的 


本 章 我 们 一 般 用 基因 这 个 词 仅仅 指 转录 成 RNA 的 一 个 DNA 片段 (图 7-41), 
因 的 经 典 观点 也 包括 基因 调控 区 。 历 史上 以 不 同 的 方 定 出 基因 时 就 会 出 现 不 
选择 性 RNA 剪接 的 方法 使 基因 的 定义 更 加 复杂 ， 这 一 点 我 们 在 第 6 章 已 简略 讨论 过 ， ett 
后 面 我 们 再 回来 讨论 。 

虽然 许多 基因 调节 蛋白 结合 增强 子 序列 ， 并 激活 基因 转录 ， 但 是 许多 其 他 的 基因 调节 蛋 
白 作为 负 调 节 和 蛋白 发 挥 功能 ， 下 面 我 们 会 看 到 。 通 用 转录 因子 是 在 RNA 聚合 酶 本 转录 的 所 
有 基因 启动 子 上 组 装 的 丰富 蛋白 质 ， 与 这 些 种 类 不 多 的 蛋白 质 相 比 ， 存 在 数 千 种 不 同 的 基因 
调节 蛋白 。 例 如 ， 在 大 约 30 000 个 人 类 基因 中 , 估计 5% 一 10%% 编 码 了 基因 调节 蛋白 。 这 些 
调节 蛋白 在 不 同 的 基因 调控 区 之 间 不 同 ， 每 一 个 通常 以 少量 存在 于 细胞 内 ， 常 常 不 到 总 蛋白 
质 的 0.01%。 它 们 大 多 数 都 使 用 前 面 讨论 的 DNA 结合 基 序 之 一 识别 特异 的 DNA 序列， 尽管 
它们 有 些 并 不 直接 识别 DNA 而 是 在 其 他 的 DNA 结合 蛋白 上 组 装 ， 这 些 我 们 将 在 下 面 讨论 。 

基因 调节 蛋白 允许 生物 的 单个 基因 特异 性 地 打开 或 关闭 。 不 同 的 细胞 中 存在 不 同 的 基因 
调节 蛋白 选择 ， 因 而 指导 了 赋予 每 个 细胞 类 型 独特 特征 的 基因 表达 模式 。 真 核 细 胞 中 几乎 每 
个 基因 的 调控 都 不 相同 。 考 虑 到 真 核 生 物 基因 的 数量 以 及 它们 调控 的 复杂 性 ， 还 难以 概括 出 
-个 适用 于 所 有 情况 的 简单 基因 调控 规则 。 然 而 ， 关 于 基因 调节 蛋白 一 旦 结合 到 DNA 上 的 
基因 调控 区 就 怎样 影响 转录 起 始 的 速率 ， 我 们 现在 就 能 做 一 些 概括 。 


真 核 基因 激活 蛋白 促进 RNA 聚合 酶 和 通用 转录 因子 在 转录 起 始 位 点 上 
的 组 装 


大 多 数 激活 基因 转录 的 基因 调节 蛋白 ,也 是 大 部 分 基因 激活 蛋白 ， 有 一 个 模块 化 结构 ， 
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由 至 少 两 种 不 同 的 结构 域 组 成 ， 其 中 一 个 结构 域 通 常 含有 前 面 讨论 的 识别 特异 调节 DNA 序 
列 的 结构 基 序 之 一 。 在 最 简单 的 情况 下 ， 另 一 个 结构 域 (有 时 称 为 激活 结构 域 ) 加 快 了 转录 
起 始 速率 。 利 用 基因 工程 技术 ， 构 建 一 个 杂 合 蛋白 质 ， 含 有 一 个 蛋白 质 的 激活 结构 域 和 另 一 
个 不 同 蛋白 质 的 DNA 结合 结构 域 融合 ， 这 样 的 实验 最 先 揭示 了 这 种 模块 化 结构 (图 7-42) 。 


a) 
Gal4 激活 结构 域 
al 


er Hawn 入 二 lacz E 
TATA 二 基因 开启 
mRNA 
(B) 
LexA-Gal4 
EAKA 
gape TATA 基因 关闭 
至 
下 二 基因 开启 


mRNA 


图 7-42 基因 激活 蛋白 的 模块 化 结构 
解释 酵母 基因 激活 蛋白 Gald 中 存在 独立 的 DNA 结合 结构 域 和 转录 激活 结构 域 的 实验 概 图 。 如 果 通 过 基因 融合 技 
术 将 酵母 Gal4 蛋白 C 端 部 分 连接 到 细菌 基因 调节 蛋白 (LexA 蛋白 ) 的 DNA 结合 结构 域 ， 就 可 以 重建 出 一 个 有 功 
能 的 激活 蛋白 ， 当 在 酵母 中 合成 细菌 -酵母 杂交 蛋白 时 ， 它 将 激活 酵母 基因 的 转录 ， 假 设 已 经 在 基因 相 邻 位 置 插入 
了 细菌 蛋白 的 特异 性 DNA 结合 位 点 。(A) Gal4 蛋白 产生 的 基因 转录 正常 激活 (B) 赃 合 基因 调节 蛋白 的 活性 需要 
LexA 蛋白 DNA 结合 位 点 。Gal4 通常 负责 激活 编码 将 半 乳 糖 转 化 为 葡萄 糖 的 酶 的 酵母 基因 转录 。 在 这 里 所 示 的 实 
验 中 ， 这 些 基因 之 一 的 调控 区 和 大 肠 杆菌 lacZ 基因 融合 ， 后 者 编码 及 半 乳 糖苷 酶 〈 图 7-38) 。 及 半 乳 糖苷 酶 很 容易 
用 生物 化 学 方法 检测 ， 因 此 提供 了 一 种 方便 的 途径 来 监控 基因 调控 区 指令 的 表达 水 平 ; 因而 lacz 可 作为 报道 基 

因 ， 因 为 它 “ 报 道 ” 了 基因 调控 区 的 活性 


一 旦 结合 DNA 后 ， 真 核 基 因 活 化 蛋白 怎样 提高 转录 起 始 速率 呢 ? 不 久 我 们 将 看 到 ， 提 
高 转录 起 始 速率 以 多 种 机 制 进行 ， 而 且 在 许多 情况 下 ， 这 些 不 同 的 机 制 在 单个 启动 子 上 协同 
发 挥 作 用 。 但 是 ， 不 管 其 精确 的 生物 化 学 途径 是 什么 ， 活 化 蛋白 的 主要 功能 就 是 在 启动 子 上 
吸引 、 定 位 和 修饰 通用 转录 因子 和 RNA 聚合 酶 由 ， 这 样 就 能 开始 转录 。 它 们 通过 直接 作用 
于 转录 装置 本 身 和 改变 启动 子 附近 染色 质 结 构 来 做 到 这 一 点 。 

首先 我 们 考查 活化 蛋白 直接 影响 通用 转录 因子 和 RNA 聚合 酶 芽 在 启动 子 上 的 定位 从 而 
帮助 促进 它们 发 挥 作 用 的 方式 。 虽 然 通 用 转录 因子 和 RNA 聚合 酶 了 [在 体外 是 逐步 地 按 规定 
的 顺序 组 装 的 〈 图 6-16)， 可 是 在 活 细胞 内 的 确 存在 一 些 例子 ， 在 此 情况 下 它们 有 些 是 作为 一 
个 巨大 的 前 组 装 复合 物 ， 有 时 称 作 RNA 聚合 酶 由 全 酶 ， 被 带 至 启动 子 。 除 了 一 些 通用 转录 
因子 和 RNA 娟 合 酶 外 ， 全 酶 典型 地 拥有 一 个 含 20 个 亚 基 的 蛋白 质 复合 物 ， 称 为 中 介 和 蛋白 ， 
最 先 从 生物 化 学 方面 鉴定 表明 它 是 刺激 转录 起 始 的 活化 蛋白 所 必需 的 。 
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图 7-43 真 核 生物 中 通过 募集 真 核 RNA 聚合 酶 下 全 酶 复合 体 激活 转录 起 始 
(A) 启动 子 附近 结合 的 激活 蛋白 吸引 全 酶 复合 体 到 启动 子 上 来 。 根 据 这 个 模型 ， 全 酶 〈 含 有 100 多 个 
蛋白 质 亚 基 ) 分 别 从 通用 转录 因子 TFIID 和 TFTA 带 至 启动 子 。 该 图 以 及 下 图 中 “断裂 ”DNA 表示 
这 段 DNA 分 子 可 以 非常 长 ， 并 且 长 度 可 以 不 同 。(B) 体内 实验 图 ， 该 实验 结构 支持 基因 激活 蛋白 的 全 
酶 募集 模型 。 蛋 白质 的 DNA 结合 结构 域 已 直接 与 中 介 体 的 蛋白 质 组 分 融合 ， 该 中 介 体 是 一 个 含有 20 个 
亚 基 的 蛋白 质 复合 体 ， 是 全 酶 复合 体 的 一 部 分 ， 但 容易 与 全 酶 剩余 组 分 解 离 。 当 杂 合 蛋 白 的 结合 位 点 通 
过 实验 方法 插入 到 启动 子 附近 时 ， 就 大 大 增加 了 转录 的 起 始 。 该 实验 中 ， 已 删 去 激活 蛋白 的 “激活 结构 
域 ”( 图 7-42) ， 表 明 激 活 结构 域 一 个 重要 功能 只 是 与 RNA 聚合 酶 全 酶 相互 作用 ， 因 而 帮助 它 在 启动 子 
上 的 组 装 。 利 用 染色 质 免 疫 沉 淀 法 (图 7-32) 也 能 直接 证 明基 因 激活 蛋白 募集 转录 装置 到 启动 子 上 的 能 
Te DNA 结合 激活 蛋白 典型 地 增加 转录 效率 达 1000 倍 ， 这 与 激活 蛋白 和 全 栈 之 间 相 对 微弱 而 非特 异 相 
互 作用 是 一 致 的 《亲和力 改变 1000 倍 对 应 AG 改变 约 4kcal/moL， 这 可 以 利用 只 有 少量 微弱 的 非 共 价 键 
来 做 出 解释 ) 
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许多 活化 蛋白 与 全 酶 复合 物 相互 作用 ， 因 而 使 其 在 启动 子 上 的 组 装 在 能 量 上 更 加 有 利 ， 
该 启动 子 通 过 DNA 连接 到 活化 蛋白 结合 的 位 点 上 [图 7-43(A)]。 在 这 种 意义 上 讲 ， 真 核 活化 
蛋白 与 细菌 活化 蛋白 在 帮助 吸引 并 定位 RNA 聚合 酶 到 DNA 的 特异 位 点 上 是 相似 的 (图 7- 
36)。 有 一 种 支持 活化 蛋白 吸引 全 酶 复合 物 到 启动 子 这 种 观点 的 实验 ,创造 出 了 一 种 “活化 蛋 
白 旁 路 ”[ 图 7-43(B)]。 这 里 ， 利 用 实验 方法 将 一 个 序列 特异 的 DNA 结合 结构 域 直接 与 中 介 
体 的 一 个 成 分 融合 ， 当 将 这 个 缺少 激活 结构 域 的 杂 合 蛋 白 结合 的 DNA 序列 放 到 一 个 启动 子 
附近 时 ， 它 就 会 强 有 力 地 刺激 转录 起 始 。 
虽然 全 酶 复合 物 在 启动 子 上 的 募集 为 基因 激活 过 程 提供 了 一 种 在 理论 上 简单 的 机 制 ， 但 
是 活化 蛋白 对 全 酶 复合 物 的 影响 可 能 更 加 复杂 。 例 如 ， 在 某 些 启动 子 上 可 能 发 生 通 用 转录 因 
F (图 6-16) 的 逐步 组 装 。 在 另 一 些 启动 子 
be 上 ， 通 用 转录 因子 一 旦 作为 全 酶 的 一 部 分 带 到 
DNA 上 ,就 有 可 能 需要 它们 的 重 排 。 此 外 ， 
大 部 分 全 酶 复合 物 形式 缺少 某 些 通用 转录 因子 
(最 显著 的 是 TFID 和 TFIA)， 这 些 必须 分 
别 在 启动 子 上 组 装 [图 7-43(A)]。 从 理论 上 讲 ， 
TATA GENE 这 些 组 装 过 程 中 任何 一 个 都 可 能 是 通 向 转录 起 
始 途径 中 的 慢 步 骤 ， 而 活化 蛋白 能 够 促进 这 些 
Poio Latah AA ARERI trod 过 程 的 完成 。 实 际 上 ， 已 经 表明 许多 活化 蛋白 
的 装配 。 叶 估 有 此 话 玫 可 能 只 在 转 录 咎 人 特定 的 上 与 一 个 或 更 多 的 通用 转录 因子 相互 作用 ， 还 表 
加 中 发 挥 作用 ， 但 许多 似乎 能 在 多 个 步骤 中 发 挥 功 能 明 有 许多 活化 蛋白 直接 促进 了 它们 在 启动 子 上 
的 组 装 (图 7-44) 。 


真 核 基 因 激 活 蛋 白 修 饰 局 部 染色 质 结构 


基因 激活 除了 直接 发 挥 作用 ， 将 RNA 聚合 酶 全 酶 和 通用 转录 因子 在 DNA 上 组 装 之 外 ， 
也 通过 改变 基因 的 调节 序列 和 启动 子 染 色 质 结构 促进 转录 起 始 。 我 们 在 第 4 章 已 看 到 过 ， 局 
部 改变 染色 质 结构 的 两 种 最 重要 的 方式 是 通过 共 价 组 蛋白 修饰 和 核 小 体重 建 〈 图 4-34 和 图 
4-35)。 许 多 基因 激活 蛋白 通过 结合 并 因而 募集 组 蛋白 乙酰 转移 酶 (HAT)( 通 常 称 作 组 蛋白 乙 
酰 酶 ) 和 依赖 于 ATP 的 染色 质 重建 复合 体 〈 图 7-45)， 利 用 了 这 两 种 机 制 来 作用 于 附近 的 染 
色 质 。 一 般 来 讲 ， 随 之 发 生 的 染色 质 结构 局 部 改变 使 得 接触 其 中 的 DNA 更 加 容易 。 这 个 可 
接触 性 促进 了 通用 转录 因子 和 RNA 聚合 酶 全 酶 在 启动 子 上 的 组 装 ， 它 也 允许 其 他 的 基因 调 
节 蛋 白 结 合 到 基因 调节 区 [图 7-46(A)]。 

通用 转录 因子 似乎 不 能 在 已 包装 到 常规 核 小 体 中 的 DNA 上 组 装 。 事 实 上 ， 这 种 包 
装 可 能 部 分 已 经 演变 过 ， 以 确保 不 会 发 生活 漏 的 或 基础 的 转录 起 始 〈 启 动 子 上 游 没 有 结 
合 基因 活化 蛋白 时 发 生 的 起 始 )。 除 了 使 DNA 更 容易 广泛 地 接触 之 外 ， 局 部 组 蛋白 乙酰 
化 在 促进 转录 起 始 过 程 中 发 挥 更 加 特殊 的 作用 。 第 4 章 已 经 讨论 过 〈 图 4-35) ， 某 些 组 
蛋白 乙酰 化 模式 与 转录 活跃 的 染色 质 相关 联 ， 并 且 基 因 活化 蛋白 通过 募集 组 蛋白 乙酰 化 
酶 产生 了 这 些 乙 酰 化 模式 。 其 中 一 种 这 样 的 模式 [图 7-46(B)] 直 接 由 通用 转录 因子 
TFT D 的 一 个 亚 基 识别 ， 这 种 识别 显然 有 助 于 该 因子 与 包装 成 染色 质 的 DNA 进行 组 装 。 
因此 通过 组 蛋白 乙酰 酶 的 作用 ， 基 因 活 化 蛋白 能 间接 帮助 通用 转录 因子 在 启动 子 上 的 组 
装 ， 因 而 刺激 转录 起 始 。 
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图 7-45 真 核 基因 激活 蛋白 引导 的 染色 质 结构 局 部 改变 
组 蛋白 乙酰 化 和 核 小 体重 建 通常 使 得 包装 在 染色 质 中 的 DNA 更 容易 被 细胞 中 的 其 他 蛋白 质 所 接触 ， 包 括 
转录 起 始 所 需 的 蛋白 质 。 此 外 ， 组 蛋白 修饰 的 特定 模式 直接 帮助 通用 转录 因子 在 启动 子 上 组 装 〈 图 7-46) 。 
转录 起 始 和 紧密 的 染色 质 结构 的 形成 可 以 看 作 是 竞争 性 的 生物 化 学 组 装 反应 。 酶 的 增加 ， 即 使 是 短暂 性 地 
增加 染色 质 中 DNA 可 触及 性 的 酶 将 倾向 作用 于 转录 起 始 (图 4-34) 
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图 7-46 局 部 组 蛋白 乙酰 化 促进 转录 起 始 的 两 种 特殊 方式 

CA) 有 些 基因 调节 蛋白 能 直接 结合 包装 在 未 修饰 染色 质 中 的 DNA。 通 过 吸引 组 蛋白 乙醇 化 酶 (和 核 小 体重 

复合 体 )， 这 些 “ 先 驱 ” 激 活 蛋 白 能 促进 不 能 结合 未 修饰 染色 质 的 其 他 激活 蛋白 结合 到 DNA 上 ,这些 其 
他 蛋白 质 继而 能 对 染色 质 进行 其 他 的 修饰 或 者 直接 作用 于 如 图 7-43 和 图 7-44 中 所 示 的 转录 装置 。(B) 通用 
转录 因子 TF TD 的 亚 基 含 有 两 个 称 作 同 源 调 节 域 的 含有 120 个 氨基 酸 的 蛋白 质 结 构 域 。 每 个 同 源 调节 域 形成 
一 个 乙酰 化 赖 氨 酸 侧 链 的 结合 口袋 图 中 命名 为 Ac); 在 TFILD 中 这 两 个 口袋 相隔 25A， 这 是 识别 组 蛋白 
H4 N 端 尾 上 6 或 7 个 氨基 酸 分 隔 开 的 一 对 乙酰 化 赖 氨 酸 的 最 佳 间 距 。 除 了 所 显示 的 乙酰 化 模式 外 ，TFTD 
的 这 个 亚 基 也 识别 在 5 位 和 12 位 乙酰 化 的 组 蛋白 H4 尾部 以 及 完全 乙酰 化 的 尾部 。 它 对 未 乙酰 化 的 H4 尾部 
没有 明显 的 亲和力 ， 对 只 在 一 个 赖 气 酸 上 乙酰 化 的 H4 尾部 亲和力 很 低 。 如 图 4-35 中 所 示 ， 某 些 组 蛋白 H4 

乙酰 化 的 模式 ， 包 括 由 TFILD 识别 的 模式 ， 与 染色 质 转录 活性 区 域 相 关联 
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基因 激活 蛋白 协同 地 发 挥 作用 


我 们 已 经 看 到 真 核 基因 激活 蛋白 能 影响 转录 起 始 过 程 中 多 个 不 同步 又 ， 当 不 同 的 激活 蛋 
白 一 起 发 挥 作用 时 这 种 特性 就 产生 重要 的 结果 。 一 般 来 讲 ， 多 个 因子 共同 作用 来 增加 反应 速 
率 的 地 方 ， 联 合 效应 通常 不 仅仅 是 每 个 因子 单独 增加 量 的 总 和 ， 而 是 它们 的 乘积 。 例 如 ， 如 
RAT A 降低 某 个 反应 一 定数 量 的 自由 能 障碍 ， 因 而 使 反应 加 速 了 100 倍 ， 因 子 B 通过 作用 
于 该 反应 的 另 一 方面 ， 产 生 同 样 的 结果 ,那么 A 和 了 并联 作 用 将 双 倍 地 降低 自由 能 障碍 ， 并 
提高 反应 速度 达 10 000 倍 。 如 果 A 和 了 各自 通过 帮助 募集 必需 的 蛋白 质 到 反应 位 点 也 会 以 类 
似 的 乘积 效应 增加 反应 速度 。 因 此 ， 基 因 激 活 蛋白 常常 显示 出 一 种 称 作 转录 协同 的 特征 ， 这 
里 由 多 种 激活 蛋白 一 起 作用 产生 的 转录 速率 比 任何 激活 蛋白 独自 作用 产生 的 转录 速率 要 大 得 
多 (图 7-47)。 在 结合 基因 上 游 的 不 同 基因 激活 蛋白 之 间 以 及 相同 激活 蛋白 的 多 个 DNA 结合 
分 子 之 间 都 能 观察 到 转录 协同 。 因 此 不 难看 到 各 自 结合 不 同调 节 DNA 序列 的 多 个 基因 调节 
蛋白 是 怎样 调控 真 核 基因 最 终 转录 速率 的 。 


无 转录 
TATA 
Bd 基因 激活 蛋白 
1 个 单位 的 转录 
TATA 
rrr E Pa HE 


TATA 


图 7-47 转录 协同 
该 实验 中 ， 比 较 了 3 种 通过 实验 手段 构建 的 调控 区 在 真 核 细胞 中 产生 的 转录 速率 ， 当 多 个 基因 激活 蛋白 分 子 结合 到 启动 
子 上 游 时 可 以 观察 到 转录 协 问 效应 ， 它 比 激活 蛋白 的 加 和 效应 更 大 。 来自 同一 生物 的 不 同 基因 激活 蛋白 之 间 ， 甚 至 来 
自 广泛 的 不 同 真 核 生物 物种 的 激活 蛋白 之 间 ， 如 果 通 过 实验 手段 引入 到 同一 细胞 内 ， 通 常 也 可 以 观察 到 协同 作用 。 最 
后 一 种 情况 下 观察 到 的 协同 作用 反映 了 转录 装置 的 高 度 保守 性 


既然 基因 调节 和 蛋白 能 够 影响 通 向 转录 活化 途径 中 的 许多 不 同步 骤 ， 就 值得 考虑 一 下 是 否 
这 些 步 又 总 是 按 规定 的 顺序 进行 的 。 例 如 ， 染 色 质 重建 必须 在 组 蛋白 乙酰 化 之 前 进行 吗 ? 或 
者 反之 亦 然 。 相 对 于 染色 质 修饰 步骤 而 言 全 酶 复合 物 的 募集 是 何 时 发 生 的? 这 些 问题 的 答案 
对 于 不 同 的 基因 似乎 是 不 同 的 ， 甚 至 是 对 同一 基因 在 不 同 条 件 下 也 是 不 同 的 〈 图 7-48) 。 无 论 
其 精确 的 机 制 以 及 它们 进行 的 顺序 是 什么 ， 一 种 基因 调节 蛋白 为 了 影响 它 的 目标 启动 子 的 转 
录 ， 必 须 直 接 或 间接 地 结合 到 DNA 上 ， 并 且 一 个 基因 最 终 转录 速率 依赖 于 其 转录 起 始 位 点 
上 下 游 结 合 的 多 种 调节 蛋白 。 


真 核 基 因 阻 遏 蛋白 能 以 不 同 的 方式 抑制 转录 


与 细菌 相似 ， 除 了 激活 蛋白 以 外 ， 真 核 生物 也 利用 基因 阻 遇 蛋 白 调节 它们 的 基因 和 转录。 
然而 ， 由 于 真 核 生物 和 细菌 转录 起 始 的 方式 不 同 ， 真 核 阻 遏 蛋白 可 能 的 作用 机 制 要 多 得 多 。 
例如 ， 我 们 在 第 4 章 看 到 ， 真 核 生 物 染 色 体 整 个 区 域 能 包装 成 异 染色 质 ， 它 是 一 种 通常 能 抵 
制 转录 的 染色 质 形式 。 本 章 后 面 我 们 将 再 回来 讨论 真 核 生物 染色 体 的 这 个 特征 。 除 了 关闭 大 
段 染 色 质 区 域 的 分 子 以 外 ， 真 核 细 胞 也 拥有 只 在 局 部 发 挥 作用 抑制 附近 基因 转录 的 基因 调节 
蛋白 。 与 细菌 阻 过 蛋白 不 同 ， 真 核 基因 阻 遇 蛋 白 大 部 分 都 不 直接 与 RNA 聚合 酶 竞争 接触 
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DNA; 而 是 以 多 种 其 他 的 机 制 工作 ， 其 中 一 些 在 图 
7-49 中 加 以 说 明 。 与 基因 激活 蛋白 一 样 ， 许 多 真 核 
生物 阻 过 蛋白 不 只 以 一 种 机 制作 用 ， 因 而 确保 了 强 
有 力 而 且 有 效 的 阻 过 效果 。 


真 核 基 因 调 节 蛋 白 常常 在 DNA 上 装配 
成 复合 体 

到 目前 我 们 一 直 在 讨论 真 核 基因 调节 蛋白 ， 似 
平 它们 是 以 单独 的 多 肽 链 起 作用 的 。 事 实 上 ， 大 多 
数 是 作为 几 个 多 肽 链 (有 时 是 许多 ) 组 成 的 复合 体 
的 一 部 分 ， 每 个 都 有 不 同 的 功能 。 这 些 复 合体 通常 
只 在 合适 的 DNA 序列 存在 时 才 组 装 起 来 。 在 有 些 
研究 得 比较 清楚 的 例子 中 ， 例 如 ， 两 个 彼此 亲和力 
微弱 的 基因 调节 蛋白 协同 起 来 结合 一 段 DNA 序列 ， 
任何 一 个 蛋白 质 单独 都 不 具备 有 效 结合 DNA 位 点 
足够 的 亲和力 。 一 旦 结合 上 DNA， 这 个 蛋白 质 二 
聚 体形 成 不 同 的 表面 ， 由 第 三 个 携带 刺激 转录 的 激 
活 结构 域 的 蛋白 质 进行 识别 (图 7-50)。 这 个 例子 
说 明了 一 个 重要 的 普遍 观点 ， 太 微弱 而 不 能 使 蛋白 
质 在 溶液 中 组 装 的 蛋白 质 - 蛋 白质 相互 作用 能 使 蛋 
白质 在 DNA 上 组 装 ; 在 这 种 方式 中 DNA 作为 
“结晶 ”位 点 或 蛋白 质 复合 体 组 装 的 种 子 起 作用 。 

单个 基因 调节 蛋白 常常 能 参与 形成 不 只 一 种 调 
节 复 合体 。 例 如 ， 一 个 蛋白 质 可 能 在 一 种 情况 下 作 
为 激活 转录 的 复合 体 组 分 ， 在 另 一 种 情况 下 则 作为 
阻 过 转录 的 复合 体 组 分 (图 7-50)。 因 此 单个 真 核 
基因 调节 蛋白 并 不 一 定 是 用 作 激活 蛋白 或 者 阻 过 蛋 
白 ; 反之， 它们 的 作用 是 作为 一 个 调节 基本 单位 用 
于 形成 复合 体 ， 其 功能 由 全 部 单个 成 分 最 终 的 组 装 
决定 。 继 而 这 种 最 终 的 组 装 再 决定 于 调控 区 域 
DNA 序列 的 排列 和 细胞 内 基因 调节 蛋白 存在 于 哪 
个 上 面 。 
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预 起 始 复合 体 上 蛋白 的 重 排 
转录 起 始 


图 7-48 在 特定 启动 子 上 引发 转录 起 始 的 
一 系列 事件 的 先后 顺序 

图 中 所 示 的 经 过 详细 研究 的 例子 来 自 于 酿酒 酵母 
的 一 个 启动 子 。 染 色 质 重建 复合 体 和 组 蛋白 乙酰 
酶 在 它们 连续 作用 以 后 显然 从 DNA 上 解 离 。 在 通 
向 转录 起 始 的 途径 中 ， 反 应 步骤 的 顺序 对 于 不 同 
启动 子 似乎 不 同 。 例 如 ， 在 来 自 人 类 的 一 个 经 过 
详细 研究 的 例子 中 ， 组 蛋白 乙酰 酶 最 先 发 挥 功能 ， 
然后 募集 RNA 聚合 酶 ， 肯 募集 染色 质 重建 复合 体 


自身 不 结合 DNA 但 与 DNA 结合 基因 调节 蛋白 组 装 的 基因 调节 蛋白 通常 称 作 共 激活 蛋白 
或 共 阻 歇 蛋 白 ， 由 它们 对 转录 起 始 的 效应 决定 。 如 图 7-50 所 示 ， 相 同 的 共 激 活 蛋 白 或 共 阻 过 
蛋白 能 够 在 不 同 的 DNA 结合 蛋白 上 组 装 。 共 激活 蛋白 或 共 阻 过 蛋白 典型 地 具有 多 种 功能 : 
它们 能 与 染色 质 重建 复合 体 、 组 蛋白 修饰 酶 、RNA 聚合 酶 全 酶 和 多 种 通用 转录 因子 相互 


作用 。 


在 有 些 情况 下 ， 一 个 调节 蛋白 直接 结合 的 精确 DNA 序列 能 影响 这 个 蛋白 质 的 构象 ， 因 
而 会 影响 它 随后 的 转录 活性 。 例 如 ， 一 种 类 固 醇 激素 受 体 当 与 某 种 类 型 DNA 序列 结合 后 ， 
它 与 共 阻 遏 蛋白 相互 作用 并 最 终 关 闭 转录 。 当 与 一 种 略微 不 同 的 DNA 序列 结合 时 ， 它 呈现 
一 种 不 同 的 构象 并 与 共 激 活 蛋 白 相 互 作 用 ， 因 而 刺激 了 转录 。 
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图 7-49 AREA 
阻 遇 蛋白 发 挥 作用 
的 5 种 方式 
CA) 基因 激活 蛋白 与 基因 
阻 温 蛋白 竞争 结合 同一 调 
DNA 序列 。(B) 两 种 蛋 
白质 都 能 结合 DNA, {FBR 
遏 蛋 白 结合 到 激活 蛋白 的 
激活 结构 域 ， 因 而 阻止 它 
行使 激活 功能 ,在 这 种 策 
略 的 一 种 变通 形式 中 , 阻 
过 慢 白 牢固 结合 激活 蛋白 ， 
而 不 必 直 接 结合 DNA, 
(O) 阻 过 虱 白 与 通用 转录 
因子 早期 组 装 复合 物 相互 
作用 ， 阻 断 其 进一步 组 装 。 
有 些 阻 过 蛋白 也 在 转录 起 
始 后 期 发 挥 作用 ,例如 ， 
通过 阻止 RNA 聚合 酶 从 通 
用 转录 因子 上 释放 。 
(D) 阻 过 蛋白 募集 染色 质 
重建 复合 体 ， 它 使 启动 子 
区 域 核 小 体 状态 返回 到 转 
录 前 形式 ， 有 些 类 型 的 重 
复合 体 似乎 专门 用 于 恢 
复 启动 子 受阻 的 核 小 体 状 
态 ,而 另 一 些 〈 如 那些 激 
活 蛋 白 募集 的 重建 复合 体 ) 
使 得 包装 在 核 小 体 中 的 
DNA 更 易于 接触 (图 
4-34)。 然 而 从 理论 上 讲 相 
同 的 重建 复合 体能 用 于 或 
者 激活 或 者 阻 过 转录 根 
据 细胞 核 内 其 他 蛋白 质 的 
浓度 ， 重 建 状态 或 受阻 过 
状态 都 能 稳定 下 来 。 根 据 
这 个 观点 ， 重 建 复合 体 只 
是 使 染色 质 结构 能 够 发 生 
BE, (©) 阻 过 蛋白 吸引 
组 蛋白 脱 乙酰 化 酶 到 启动 
子 上 。 局 部 的 组 蛋白 脱 乙 
酰 化 减少 TF ID 对 启动 子 
的 亲和力 《图 7-46)， 并 降 
低 受 影响 的 染色 质 中 DNA 
可 接触 性 。 图 7-26 说 明了 
第 6 种 负 调 控 机 制 一 一 转 
录 激 活 蛋 白 通过 异 源 二 聚 
体 化 失 活 。 为 了 简单 起 见 ， 
(AD ~(C) 中 删 去 了 核 小 
体 ,(D) 和 (E) 所 用 的 比例 尺 
比 CA) 一 (C) 的 要 小 
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图 7-50 真 核 基因 调节 蛋白 常常 在 DNA 上 组 装 成 复合 体 
CA) 中 显示 了 7 种 基因 调节 蛋白 ,它们 形成 的 复合 体 的 特性 和 功能 决定 于 提供 它们 组 装 的 特异 DNA 序列 。(B) 中 有 些 
组 装 的 复合 体 激活 基因 转录 ， 而 另 一 些 阻 过 基因 转录 。 注意 红色 和 蛋白 质 为 激活 复合 体 和 阻 遏 复合 体 所 共有 


通常 一 组 调节 蛋白 在 DNA 上 的 组 装 最 终 受 少量 较 短 的 核 苷 酸 序列 片段 引导 〈 图 7-50)。 
然而 有 些 情况 下 ， 形 成 了 一 种 更 精巧 的 蛋白 质 -DNA 结构 ， 称 为 增强 体 ( 图 7-51) 。 增 强 体 的 
一 个 检验 印记 就 是 构筑 蛋白 的 参与 ， 它 们 以 一 定 的 角度 弯曲 DNA， 因 而 促进 了 其 他 增强 子 蛋 
白质 的 组 装 。 由 于 增强 体 的 形成 要 求 存在 许多 基因 调节 蛋白 ， 所 以 它 提供 了 一 种 简单 的 方式 
来 确保 只 有 当 细 胞 内 存在 这 些 蛋 白质 的 正确 组 合 时 ， 才 会 表达 某 个 基因 。 我 们 前 面 已 经 看 到 
溶液 中 基因 调节 异 源 二 形体 的 形成 怎样 提供 一 种 基因 表达 组 合 调控 的 机 制 。 存 DNA 上 组 装 
更 大 的 基因 调节 蛋白 复合 物 提供 了 另 一 种 重要 的 组 合 调 控 的 机 制 ， 从 而 为 细胞 提供 了 更 多 的 
机 会 。 
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图 7-51 增强 体 的 简 图 
用 黄色 表示 的 恒 白质 称 为 构筑 蛋白 ， 因 为 它 的 主要 作用 是 将 DNA 弯曲 ， 以 便 其 他 组 分 能 协同 组 装 。 该 增强 
体 的 蛋白 质 表面 与 在 一 个 启动 子 附近 激活 转录 的 共 激活 物 相互 作用 。 这 里 描绘 的 增强 体 基 于 在 工 细胞 受 体 
一 个 亚 基 的 编码 基因 调控 区 中 发 现 的 增强 体 〈 讨 论 见 第 24 章 )。 增 强 体 完 整 的 一 套 蛋 白质 组 分 只 存在 于 正 
在 发 育 的 免疫 系统 某 些 细胞 中 ， 这 些 细胞 最 终 形成 成 熟 的 本 细胞 


调节 果 晶 发 育 的 复杂 基因 开关 由 较 小 的 元 件 构造 而 成 

考虑 到 基因 调节 蛋白 可 以 定位 到 长 DNA 片段 上 的 多 个 位 点 ， 这 些 蛋 白质 在 每 个 位 点 上 
都 装配 成 复合 体 ， 并 且 该 复合 体能 影响 染色 质 的 结构 ， 以 及 通用 转录 装置 的 募集 和 在 启动 子 
上 的 组 装 ， 这 样 看 起 来 似乎 调控 真 核 基因 转录 的 装置 非常 复杂 。 

这 种 复杂 多 组 分 基因 开关 的 一 个 显著 例子 就 是 果 蝇 偶 跳 基因 Cove) 的 转录 调控 ， 这 种 基 
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因 的 表达 在 果 蜗 胚胎 发 育 过 程 中 起 着 重要 作用 。 如 果 这 个 基因 突变 失 活 ， 那 么 胚胎 的 许多 部 
位 都 不 能 形成 ， 在 发 育 早期 就 会 死亡 。 第 21 章 将 会 讨论 ， 在 eve 进行 表达 的 发 育 最 早 阶段 ， 
此 时 胚胎 是 单个 巨大 的 细胞 ， 共 同 的 细胞 质 内 含有 多 个 细胞 核 。 然 而 这 种 细胞 核 并 不 一 致 : 
它 含有 基因 调节 蛋白 的 混合 物 ， 这 些 蛋 白质 沿 胚胎 长 轴 方向 不 均匀 分 布 ， 因 此 提供 了 一 种 定 
位 信息 ， 区 分 胚胎 的 不 同 部 分 〈 图 7-52) (第 21 章 讨论 了 最 初 确立 这 些 差别 的 方式 )。 虽 然 最 
初 细胞 核 是 相同 的 ， 但 是 它们 迅速 地 开始 表达 不 同 的 基因 ， 因 为 它们 接触 了 不 同 的 基因 调节 
蛋白 。 例如， 发 育 胚胎 前 端 附近 的 细胞 核 接触 的 一 组 基因 调节 蛋白 与 影响 胚胎 后 端 细胞 核 的 
一 组 调节 蛋白 不 同 。 


Hunchback 


图 7-52 早期 果 蝇 胚胎 中 4 个 基因 调节 蛋白 不 一 致 的 分 布 
在 此 阶段 胚胎 是 一 个 合 胞 体 ， 多 个 细胞 核 存 在 于 共同 的 细胞 质 中 。 虽 然 未 在 这 些 图 中 
加 以 说 明 ， 但 所 有 这 些 蛋白 质 都 集中 在 细胞 核 内 


eve 基因 的 调节 DNA 序列 能 够 阅读 沿 胚胎 长 轴 方 
向 的 每 个 位 置 的 基因 调节 蛋白 浓度 ， 并 以 这 样 一 种 方 
式 解 释 该 信息 : eve 基因 在 7 个 带 区 中 表达 ， 每 个 带 
区 最 初 有 5 或 6 个 细胞 核 宽 ， 并 沿 胚 胎 前 后 轴 精 确 地 
定位 〈 图 7-53)。 这 种 信息 加 工 的 卓越 绝技 是 如 何 进 
行 的 呢 ? 虽然 还 不 了 解 全 部 的 分 子 细节 ， 但 是 从 对 


图 7-53 果 蝇 发 育 胚胎 中 偶 跳 基 因 
(eve) 编码 的 蛋白 质 的 7 条 带 

受精 后 2. 5h， 将 识别 Eve 蛋白 GRE) 的 
抗体 和 识别 Gian (红色 ) 的 抗体 注入 
孵 中 并 对 其 染色 。 在 Eve 和 Giant 蛋白 都 存 
在 的 区 域 ， 染 色 基 黄色。 在 发 育 的 这 一 阶 
段 ， 卵 含有 将 近 4000 个 细胞 核 。Eve 蛋白 
和 Giant EAB PAK. Eve 带 大 约 有 
4 个 细胞 核 宽 。 图 7-52 中 也 显示 了 Giant BE 
和 白 的 染色 模式 (经 Michael Levine 许可 ) 


实验 解释 了 其 他 调节 模块 的 存在 ， 它 们 各 自 指令 其 他 6 个 条 带 中 的 一 条 或 者 该 基因 在 发 育 后 


期 展示 的 表达 模式 的 一 部 分 。 
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eve 和 其 他 受 类 似 调 控 的 果 蝇 基因 的 研究 中 得 到 了 一 
些 一 般 性 规则 。 

eve 基因 的 调控 区 很 大 将近 20 000 PRID. 
它 由 一 系列 比较 简单 的 元 件 组 成 ， 每 个 元 件 含有 多 种 调 
节 序列 并 负责 指令 在 胚胎 上 eve 表达 的 特定 条 带 。 将 特 
定 的 一 个 调节 模块 (如 指令 条 带 2 的 模块 ) 从 其 在 eve 
基因 上 游 所 处 正常 位 置 上 移 走 ， 并 放 到 一 个 报道 基因 前 
面 (图 7-42), 再 重新 引入 到 果 蝇 基因 组 [图 7-54(A)]。 
对 携带 这 种 基因 构造 的 果 蝇 繁衍 的 发 育 胚胎 进行 检测 ， 
发 现 报道 基因 就 在 条 带 2 的 位 置 表达 (图 7-54) 。 类 似 的 


(A) 
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TATA eve 基因 
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条 带 模块 2 “TATA lacZ 基因 


图 7-54 证 明 eve 基因 调控 区 模块 式 构造 的 实验 
CA) 将 eve 调控 区 一 段 长 480 个 核 昔 酸 对 的 片段 移 走 ， 并 插 人 到 指导 及 半 乳糖 华 酶 合成 〔 大 肠 杆菌 LacZ 基因 产 
物 ) 的 试验 启动 子 上 游 。(B) 当 这 个 人 造 产物 重新 引入 果 蝇 胚胎 基因 组 后 ， 该 胚胎 在 7 条 eve 带 〈C) 的 第 二 条 中 
精确 地 表达 8 半 乳糖 背 酶 (可 用 组 织 化 学 染色 方法 观察 到 ) [(B) 和 (C) 经 Stephen Small and Michael Levine 许可 ) 


果 晶 eve 基因 受到 组 合 调控 的 调节 


对 条 带 2 调节 模块 的 详细 研究 帮助 我 们 更 深刻 地 认识 了 它 是 怎样 阅读 和 解释 位 置信 息 的 。 
它 分 别 含有 两 个 激活 eve 转录 的 基因 调节 蛋白 〈Bicoid 和 Hunckback) 的 识别 序列 和 两 个 阻 
过 它 转 录 的 阻 过 和 蛋白 《Kruppel 和 Giant) 的 识别 序列 (图 7-55)。( 果 蝇 的 基因 调节 蛋白 常常 
拥有 丰富 多 样 的 名 字 ， 它 们 反映 了 编码 该 蛋白 质 的 基因 由 于 突变 失 活 后 产生 的 表 型 .，” 这 4 种 
蛋白 质 的 相对 浓度 决定 在 条 带 2 形成 的 蛋白 质 复合 物 是 否 打 开 eve 基因 转录 。 图 7-56 显示 了 
4 种 基因 调节 蛋白 区 域 的 分 布 ， 该 区 域 是 条 带 2 在 果 蝇 胚胎 上 形成 的 区 域 。 虽 然 不 知道 精确 
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图 7-55 条 带 2 中 eve 基因 的 近 距 离 图 
在 前 面 的 图 中 鉴定 的 eve 基因 调控 区 片段 含有 调控 序列 ， 每 个 都 结合 4 个 基因 调节 蛋白 中 的 某 一 个 。 从 遗 
传 学 实验 知道 了 这 4 个 基因 调节 蛋白 负责 eve 在 条 带 2 中 的 正确 表达 。 例 如 ， 缺 乏 两 种 基因 激活 蛋白 Bi- 
coid 和 Hunchback 的 果 蝇 不 能 在 条 带 2 中 有 效 表 达 ewe。 缺 少 Giant 和 Kruppel 这 两 种 基因 阻 过 蛋白 中 任 
一 个 的 果 蝇 中 ， 条 带 2 就 会 扩 增 并 种 盖 胚 胎 异 常 宽 的 区 域 。 这 些 基因 调节 和 蛋白 的 DNA 结合 位 点 的 确定 是 
通过 克隆 编码 这 些 蛋 白质 的 基因 ， 在 大 肠 杆 菌 中 过 基 表 达 它 们 ， 然 后 纯化 ， 并 按 第 8 章 描述 的 那样 进行 
DNA 足迹 实验 。 上 面 的 图 表示 在 有 些 情况 下 ， 基 因 调 控 蛋 白 的 结合 | 生 重 和 ,这些 蛋白 质 就 能 竞争 
与 DNA 结合 。 例 如 ， 在 最 右边 的 位 点 上 Kruppel 的 结合 和 Bicoid 的 结合 被 认为 是 互相 排斥 的 
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的 细节 ， 但 似乎 有 可 能 两 个 阻 歇 蛋白 中 任何 一 个 结合 上 DNA 以 后 都 将 关闭 条 带 2 模块 ， 而 
Bicoid 和 Hunchback 则 必须 结合 以 获得 最 大 活性 。 因 而 这 个 简单 的 调节 单位 将 4 种 位 置信 号 
组 合 起 来 ， 以 便 只 在 某 些 Bicoid 和 Hunchback 水 平 较 高 而 缺少 Kruppel 和 Giant 的 核 中 打开 
条 带 模块 2( 因 而 打开 eve 基因 的 表达 )。 激 活 蛋白 和 阻 过 蛋白 的 这 种 组 合 只 在 早期 胚胎 的 一 
个 区 域 发 生 ; 因此 在 任何 其 他 的 地 方 ， 条 带 2 都 是 沉默 的 。 


条 带 2 在 这 里 形成 
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图 7-56 负责 确保 eve 在 条 带 2 中 表达 的 基因 调节 蛋白 的 分 布 
这 些 绰 白质 的 分 布 通过 用 这 4 种 蛋白 质 各 自 的 抗体 将 发 育 的 果 蝇 胚胎 染色 后 观察 到 〈 图 7-52 和 图 7-53)。 条 带 2 
中 的 eve 只 在 存在 2 个 激活 蛋白 〈Bicoid 和 Hunchback) 而 缺乏 2 个 阻 过 蛋白 (Giant 和 Kruppel) 的 位 置 表达 。 
在 缺少 Kruppel HIRME E, KA 2 只 在 后 端 扩 增 。 同样， 如 果 条 带 2 模块 中 Kruppel 的 DNA 结合 位 点 (图 
7-55) 央 突变 失 活 并 且 这 个 调控 区 重新 引入 到 基因 组 中 ， 那 么 条 带 2 也 在 后 端 扩 增 。eve 基因 自身 编码 一 种 基因 
调控 ， 这 种 蛋白 质 表达 模式 一 旦 在 ? 个 条 带 中 建立 ， 就 调节 其 他 果 蝇 基因 的 表达 ， 随 着 发 育 向 前 进行 ， 胚 胎 分 
为 越 来 越 精细 的 区 域 ， 它 们 最 终 产 生成 年 果 蜗 不同 的 身体 部 位 ， 这 些 内 容 将 在 第 21 章 中 讨论 。 这 个 来 自 果 蜗 胚 
胎 的 例子 不 同 寻常 ， 央 为 细胞 核 直接 接触 基因 调节 蛋白 浓缩 形式 中 的 定位 信号 ， 在 大 多 数 其 他 生物 胚胎 中 ， 单 
个 细胞 核 位 于 单独 的 细胞 中 ， 细 胞 外 的 定位 信号 必须 穿 过 细胞 质 膜 ， 或 者 更 常见 的 是 ， 为 了 影响 基因 组 而 在 细 
胞 质 中 产生 信号 


我 们 已 经 讨论 了 两 种 基因 表达 组 合 调控 的 机 制 ， 基 因 调 节 蛋 白 在 溶液 中 异 源 二 聚 化 
(图 7-22) 和 基因 调节 蛋白 的 组 合 在 DNA 上 装配 成 小 复合 体 〈 图 7-50)。 可 能 两 种 机 制 都 参与 
了 eve 表达 的 复杂 调节 。 此 外 ,刚才 描述 的 条 带 2 的 调节 说 明了 第 三 种 组 合 调控 机 制 。 由 于 
eve 条 带 2 模块 中 的 单个 调节 序列 沿 DNA 排列 成 行 ， 所 以 许多 套 基 因 调 节 蛋 白 能 自发 结合 
影响 一 个 基因 的 启动 子 。 启 动 子 整合 了 所 有 结合 蛋白 提供 的 转录 信号 〈 图 7-57) 。 

eve 表达 的 调节 是 组 合 调控 中 一 个 令 人 印象 深刻 的 例子 。 基 因 调 节 蛋 白 的 7 种 组 合 〈 每 一 
条 带 一 种 组 合 ) 激活 了 eve 表达 ， 而 许多 其 他 组 合 〈 在 胚胎 条 带 间 区 域 发 现 的 所 有 组 合 ) 使 
条 带 元 件 保持 沉默 。 据 认为 其 他 条 带 调节 模块 沿 着 与 针对 条 带 2 描述 的 类 似 直 线 进行 构建 ， 
这 样 安排 是 为 了 用 于 阅读 基因 调节 蛋白 的 其 他 组 合 提供 的 位 置信 息 。 整 个 基因 调控 区 域 ， 沿 
DNA 排列 长 度 超过 20 000 个 核 苷 酸 对 ， 结 合 至 少 20 种 不 同 的 蛋白 质 。 因 此 一 系列 较 小 的 模 
块 构建 成 一 个 巨大 而 又 复杂 的 调控 区 域 ， 每 一 个 小 模块 又 由 特定 基因 调节 蛋白 识别 的 短 DNA 
序列 以 独特 的 方式 排列 组 成 。 虽 然 还 不 了 解 细节 ， 据 认为 这 种 基因 调节 蛋白 运用 了 前 面 针对 
活化 蛋白 和 阻 过 蛋白 所 描述 的 多 种 机 制 。 通 过 这 种 方式 ， 单 个 基因 能 应 答 大 量 输入 的 组 合 
信号 。 
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图 7-57 启动 子 上 的 整合 
多 组 基因 调节 蛋白 能 在 启动 子 上 一 起 发 挥 作用 来 影响 转录 起 始 ， 正 如 在 图 7-55 中 说 明 的 那样 。 目 前 还 没 
有 详细 地 了 解 是 如 何 实现 多 种 输入 信号 的 整合 的 ， 但 可 能 基因 最 后 的 转录 活性 来 自 于 激活 蛋白 和 阻 过 和 蛋 
白 ， 通 过 图 7-43 一 图 7-46 和 图 7-49 中 总 结 的 机 制 竞争 发 挥 作用 


哺乳 动物 复杂 的 基因 调控 区 域 也 由 简单 的 调节 模块 构成 


据 估 计 哺 乳 动物 基因 组 中 5% 一 10% 的 编码 能 力 都 用 来 合成 充当 基因 转录 调节 子 的 蛋 
白质 。 如 此 巨大 的 基因 数目 反映 了 管理 哺乳 动物 基因 表达 的 极为 复杂 的 调控 网 络 。 每 个 基 
因 都 受到 一 组 基因 调节 蛋白 调控 ; 这 些 蛋 白质 中 的 每 一 种 都 是 继而 由 另 一 组 蛋白 质 调控 的 
基因 产物 ， 依 此 类 推 。 而 且 调节 蛋白 分 子 自身 受到 来 自 细胞 外 的 信号 的 影响 ， 这 些 信号 使 
它们 以 多 种 不 同 的 方式 活化 或 失 活 (图 7-58)。 因 此 ， 细 胞 中 的 基因 表达 模式 可 以 看 成 是 
细胞 内 基因 调控 网 络 应 答 细胞 环境 的 信息 所 进行 的 复杂 分 子 计算 的 结果 。 我 们 将 在 第 21 章 
针对 多 细胞 发 育 进一步 讨论 这 一 点 ， 但 是 即使 是 在 调节 单个 基因 活性 的 单个 基因 开关 水 平 
上 ， 其 复杂 性 也 是 显著 的 。 例 如 ， 找 到 一 个 控制 区 长 达 50 000 个 核 苷 酸 对 的 哺乳 动物 基因 
并 不 奇怪 ， 在 其 中 许多 模块 上 有 大 段 间隔 DNA 散布 排列 ， 每 个 模块 都 含有 许多 结合 基因 
调节 蛋白 的 调节 序列 。 

了 解 得 最 清楚 的 哺乳 动物 调节 区 域 的 例子 在 人 类 8 珠 蛋白 基因 中 发 现 ， 这 个 基因 专门 在 
红细胞 中 且 在 其 特定 的 发 育 时间 表 达 。 基 因 调 节 蛋 白 的 复杂 排 布 调控 着 基因 表达 ， 其 中 一 些 
作为 激活 蛋白 ， 而 另 一 些 作 为 阻 过 蛋白 (图 7-59)。 人 们 认为 许多 这 些 基 因 调 节 蛋 白 的 浓度 
(或 者 活性 ) 在 发 育 期 间 发 生变 化 ， 只 有 全 部 蛋白 质 的 某 个 特定 组 合 能 引发 该 基因 的 转录 。 人 
类 有 珠 蛋白 基因 是 珠 蛋白 基因 簇 的 一 部 分 [图 7-60(A)]。 串 联 着 的 这 5 个 基因 只 在 类 红细胞 ， 
即 红细胞 系 的 细胞 中 转录 。 此 外 ， 每 个 基因 在 发 育 的 不 同时 期 [图 7-60(B)] 和 不 同 的 器 官 中 打 
F: e- 珠 蛋白 基因 在 胚 卵黄 宫 中 表达 ，y- 珠 蛋白 在 卵黄 赛 和 胎儿 肝 中 表达 ， 而 ORAL A BK 
蛋白 主要 在 成 人 骨髓 中 表达 。 每 个 珠 蛋 白 基 因 拥 有 自己 的 一 套 调节 蛋白 ,它们 对 于 在 合适 的 
时 间 和 组 织 内 打开 该 基因 来 说 是 必需 的 。 除 了 每 个 珠 蛋 白 基 因 的 单独 调节 以 外 ， 似 乎 整 串 基 
因 也 受 一 段 共 有 调控 区 域 的 调节 ， 称 其 为 基因 座 控制 区 (LCR). LER 位 于 远离 基因 敌 的 上 
游 位 置 [图 7-60(A)]， 我 们 将 接着 讨论 它 的 功能 。 

在 珠 蛋 白 基因 不 表达 的 细胞 中 如 脑 细胞 和 皮肤 细胞 )， 整 个 基因 簇 看 起 来 紧密 地 包装 到 
染色 质 中 。 相 比 之 下 ， 在 红细胞 中 整个 基因 簇 仍然 折 香 成 核 小 体 ， 但 是 染色 质 较 高 级 的 包装 
已 经 解压 缩 了 。 这 个 变化 甚至 在 单个 珠 蛋 白 基因 转录 之 前 就 会 发 生 ， 表 明 存 在 两 步调 节 。 首 
先 ， 整个 珠 蛋 白 基 因 座 的 染色 质 解压 缩 ， 这 可 能 使 其 他 的 基因 调节 蛋白 能 够 接触 DNA。 第 二 
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图 7-58 真 核 细胞 中 调控 基因 调节 蛋白 活性 的 一 些 方式 
《A) 该 蛋白 质 只 在 需要 的 时 候 合成 ， 并 由 蛋白 质 水 解 作用 迅速 降解 ， 这 样 它 就 不 会 累积 起 来 。(B) 配 体 结 
合 激活 。(C) 磷酸 化 激活 。(D) DNA 结合 蛋白 和 另 一 个 具有 转录 激活 结构 域 的 蛋白 质 形 成 复合 体 ，(E) 抑 
制 蛋白 的 磷酸 化 暴露 激活 结构 域 。(F) 抑制 蛋白 的 消除 刺激 进 和 细胞核 ， 天 则 该 抑制 蛋白 阻止 调节 蛋白 进入 
细胞 核 ，(G) 可 调控 的 蛋白 质 水 解 作 用 将 基因 调节 蛋白 从 膜 双 层 释放 。 这 些 机 制 每 一 个 都 典型 地 受 细胞 外 
信号 调控 ， 这 些 信号 跨 过 细胞 质 膜 与 细胞 内 基因 调控 蛋白 交流 信息 。 这 种 信号 传递 的 方式 在 第 15 章 讨论 。 
机 制 (A) ~ (F) 容易 逆转 ， 因 而 提供 了 选择 性 地 失 活 基因 调节 蛋白 的 方式 


步 ， 剩 余 的 基因 调节 蛋白 在 DNA 上 组 装 起 来 ， 指 导 单 个 基因 的 表达 。 

LCR 似乎 通过 调控 染色 质 压缩 来 发 挥 作用 。 它 的 重要 性 可 以 从 患 有 地 中 海 贫 血 病 〈 贫 血 
的 一 种 严重 的 遗传 形式 ) 的 患者 中 看 出 来 。 在 这 些 患者 中 ， 发 现 P 珠 蛋白 基因 座 发 生 了 删除 ， 
将 所 有 或 部 分 LCR 移 走 ， 虽 然 8 珠 蛋 白 基因 以 及 它 邻近 的 调节 区 域 是 完好 的 ， 但 是 整个 基因 
即便 是 在 类 红细胞 中 也 保持 转录 沉默 。 此 外 ， 类 红细胞 中 的 有 珠 蛋 白 基 因 不 能 进行 类 红细胞 
发 育 过 程 中 进行 的 正常 的 染色 质 解压 缩 步骤。 

人 类 基因 组 中 存在 许多 LCR (也 就 是 指 调节 远 处 基因 或 基因 簇 可 接触 性 及 表达 的 DNA 
调节 序列 ) ， 它 们 调节 了 大 量 细胞 类 型 特异 的 基因 。 它 们 发 挥 作 用 的 方式 还 没有 详细 地 了 解 ， 
但 是 已 经 提出 了 许多 模型 。 其 中 最 简单 的 是 基于 我 们 本 章 已 经 讨论 过 的 原理 : 结合 LCR 的 调 
TNS DNA 环 化 与 结合 存 受 它们 调节 的 其 轩 的 调控 区 上 的 爱 扩 质 相互 乏力。 通过 这 种 
方式 ,结合 在 LCR 上 的 蛋白 质 能 够 吸引 染色 质 重建 复合 体 和 组 蛋白 修饰 酶 ， 它 们 能 够 在 转录 
开始 前 改变 基因 座 的 染色 质 结构 。 有 关 LOR 的 其 他 模型 提出 一 种 机 制 ， 通 过 该 机 制 最 初 结合 
在 LOR 上 的 蛋白 质 吸引 其 他 协同 组 装 的 蛋白 质 ， 因 而 沿 DNA 向 它们 调控 的 基因 延伸 ， 当 它 
们 前 进 的 时 候 ， 对 染色 质 进行 了 修饰 。 
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图 70-59 人 类 及 珠 蛋 白 基因 的 调控 模型 
该 图 显示 了 一 些 据 认为 在 红细胞 发 育 期 间 调控 基因 表达 的 基因 调节 蛋白 〈 图 7-60)。 所 示 的 有 些 基因 调节 蛋白 ， 如 CP1， 在 
许多 种 细胞 中 都 已 发 现 ， 而 另 一 些 ， 如 GATA -1， 只 存在 于 少数 几 种 细胞 类 型 中 〈 包 括 红细胞 )， 央 而 认为 有 助 于 有 珠 蛋白 
基因 表达 的 幼 驳 类 型 特异 性 。 如 双 箭 头 所 示 ，GAIA -1 的 几 个 结合 位 点 与 其 他 基因 调节 蛋白 的 结合 位 点 重 准 ， 据 认为 这 些 
位 点 由 GAT-1 占据 时 就 会 排斥 其 他 蛋白 质 的 结合 。 一 旦 结合 到 DNA 上 ， 基 因 调 节 和 蛋白 就 募集 染色 质 重建 复合 体 、 组 蛋白 
修饰 酶 、 通 用 转录 因子 和 RNA RAWA FE (GMH B Emerson, in Gene expression: Genral and Cell-Type Specific 
(M. Karin, ed.), pp. 116~161. Boston: Birkhauser, 1993) 
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图 7-60 Att PROM AMR AR 
《A) 图 中 所 示 巨 大 染色 体 区 域 跨越 100 000 PERMI. AH 5 个 珠 重 白 革 因 和 | 个 基因 座 控制 区 (LCR)。(B) B 类 似 
珠 蛋 白 基 因 在 人 发 育 的 不 同 阶段 表达 的 变化 。 这 些 基因 编码 的 每 一 条 珠 蛋 白 鲁 与 一 条 e- 珠 蛋白 链 组 合 起 来 形成 红细胞 中 
的 血红 蛋白 CPL 7-115) (iÉ F. Grosveld, G. ‘B. Van Assendelft, D. R. Greaves, and G. Kollias, Cell 51; 975~985. 
1987. © Elsevier) 


绝缘 子 是 防止 真 核 基 因 调 节 蛋 白 影 响 远 处 基因 的 DNA 序列 


所 有 的 基因 都 有 调控 区 ， 它 指令 在 什么 时 间 ， 什 么 条 件 下 ， 在 什么 组 织 中 表达 该 基因 
我 们 也 已 经 看 到 真 核 基因 调节 蛋白 可 以 跨越 很 长 一 段 DNA 发 挥 作用 。 那 么 不 同 基因 的 调控 
区 是 如 何 保持 彼此 互 不 干扰 的 呢 ? 换 句 话说 ， 是 什么 防止 了 结合 在 一 个 基因 调控 区 的 基因 调 
节 和 蛋白 不 适当 地 影响 邻近 基因 的 转录 呢 ? 

已 经 提出 了 许多 机 制 来 解释 这 种 区 间 化 ,但 了 解 得 最 清楚 的 机 制 依赖 于 绝缘 子 元 件 ， 也 
称 作 边界 元 件 。 绝缘子 元 件 〈 简 称 绝缘 子 ) 是 结合 特殊 蛋白 的 DNA 序列 具有 两 种 特性 
(图 7-61)。 首 先 ， 它 们 缓冲 了 异 染色 质 对 基因 的 抑制 作用 。 如 果 一 个 基因 〈 如 来 自 果 蝇 或 者 
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小 鼠 ) 及 其 正常 的 调控 区 域 插入 基因 组 不 同位 置 ， 那 么 根据 它 在 基因 组 中 插 人 的 位 点 不 同 ， 
它 的 表达 水 平 也 不 同 ， 如 果 插 人 到 异 染色 质 中 ， 表 达 水 平 就 特别 低 。 第 4 章 我 们 见 过 这 种 位 
置 效应 的 一 个 例子 ， 其 中 讲 到 插入 到 异 染 色 质 中 的 基因 都 转录 沉默 了 (图 4-45)。 然 而 ， 如 果 
将 该 基因 侧翼 的 绝缘 子 及 其 调控 区 包括 在 内 ， 这 个 基因 通常 就 会 正常 表达 ， 无论 它 在 基因 组 
中 的 新 位 置 如 何 。 绝 缘 子 的 第 二 种 特性 在 某 种 意义 上 与 这 一 点 相反 : 它们 能 阻 断 增强 子 的 作 
用 (图 7-61)。 要 产生 这 种 效应 ， 必 须 将 绝缘 子 置 于 增强 子 和 目标 基因 启动 子 之 间 。 


异 染 色 质 


图 7-61 概括 绝缘 子 功能 的 简 图 
绝缘 子 既 防止 异 染 色 质 (图 右边 ) 的 扩散 ， 又 直接 阻 断 增强 子 〈 左 边 ) 的 作用 。 因 此 基因 B 受 到 适当 
的 调节 并 且 防 止 了 基因 B 的 增强 子 影响 基因 A 的 转录 


因此 绝缘 子 能 界定 基因 表达 的 区 域 ， 既 缓冲 了 基因 外 部 的 影响 ， 又 阻止 了 基因 (或 基因 
WO 的 调控 区 对 该 区 域外 界 产生 影响 。 例 如 ， 珠 蛋白 LCR (上 面 讨论 的 ) 与 相 邻 的 绝缘 子 连 
接 起 来 ， 该 绝缘 子 使 LCR 能 够 只 影响 这 一 簇 珠 蛋白 基因 。 也 许 另外 一 个 绝缘 子 位 于 珠 蛋 白 基 
因 铸 的 远 侧 ， 帮 助 定义 了 该 区 域 的 另 一 端 。 

因此 认为 绝缘 子 在 基因 组 中 的 分 布 将 基因 组 分 割 成 独立 的 基因 调控 区 域 和 染色 质 结 
区 域 。 与 这 种 观点 一 致 的 是 ， 绝 缘 子 跨 基因 组 的 分 布 大 致 与 染色 质 结构 中 的 变化 相关 。 例 
如 ， 果 蝇 中 的 一 种 绝缘 子 结合 蛋白 优先 定位 于 多 线 染色 体 的 间 带 以 及 胀 泡 的 边缘 ) (图 
7-62). 


图 7-62 果 蝇 绝缘 子 结合 蛋白 在 多 线 染色 体 上 的 定位 
多 线 染 色 体 用 碘 化 再 锭 红色 ) 染色 以 显示 其 带 型 ， 图 中 带 旦 亮 红色 ， 而 间 带 皇 黑 色 缺 口上 部 ), 利 用 特定 绝 
缘 恒 白 〈 称 为 BEAF) 的 抗体 将 其 在 此 多 线 染 色 体 上 结合 的 位 置 染 成 亮 绿 色 底 部 )， 可 以 看 到 BEAF 优先 位 于 
间 带 区 域 ， 这 表明 它 在 组 织 染色 质 区 域 中 发 挥 作用 。 为 了 方 使 起 见 ， 这 两 张 显 微 照 片 以 镜像 形式 排列 (经 Uli 
Laemmli 许 可 ,摘自 K. Zhao et al., Cell 81: 879~889, 1995, © Elsever) 


目前 还 不 清楚 绝缘 子 的 作用 机 制 ， 可 能 不 同 的 绝缘 子 以 不 同 的 方式 起 作用 。 至 少 有 些 绝 
缘 子 配对 可 能 界定 了 成 环 染色 体 区 域 的 基础 (图 4-44)。 有 人 提出 所 有 的 真 核 生 物 染 色 体 都 由 
绝缘 子 分 割 成 独立 的 成 环 区 域 ， 每 个 都 单独 受到 调节 。 


细菌 利用 可 交换 的 RNA 聚合 酶 亚 基 帮助 调节 基因 转录 
我 们 已 经 看 到 了 基因 调节 蛋白 的 重要 性 ,它们 结合 DNA 中 的 调节 序列 ， 并 给 转录 装置 


发 出 信号 表示 是 否 开始 合成 RNA 链 。 虽 然 这 是 真 核 生物 和 原核 生物 中 调控 转录 起 始 的 主要 
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方式 ， 但 是 有 些 细菌 和 它们 的 病毒 采取 另外 的 基于 可 互 换 RNA 聚合 酶 亚 基 的 策略 。 在 第 6 
章 描述 过 ， 细 菌 RNA 聚合 酶 识别 启动 子 需要 o 亚 基 。 许 多 细菌 合成 多 种 不 同 的 e 亚 基 ， 每 个 
都 能 与 RNA 聚合 酶 核心 相互 作用 ， 将 它 导向 一 组 不 同 的 启动 子 〈 表 7-2)。 这 种 策略 使 得 只 
通过 替换 o 亚 基 就 能 关闭 一 大 组 基因 ， 而 又 打开 另 一 组 基因 ; 这 种 策略 之 所 以 有 效 ， 是 因为 
它 绕 过 必须 与 基因 一 个 一 个 作用 的 必要 性 。 它 常常 破坏 性 地 被 病毒 用 于 占有 宿主 聚合 酶 并 迅 
速 而 且 连 续 地 活化 许多 套 病毒 基因 (图 7-63)。 


表 7-2 E.coli 的 Sigma 因子 


Sigma 因子 识别 的 启动 子 

g” 大 多 数 基因 

o? BRR FRA 

g 平台 期 和 胁迫 反应 的 基因 
o” 参与 迁移 和 趋 化 性 的 基因 
ot 氮 代谢 基因 


Sigma 因子 的 命名 是 根据 它们 的 近似 分 子 量 (kDa) 。 


具有 细 苦 Sigma 因 具有 病毒 的 Si yy 
ead = 
。 S 
paee kee a 病毒 DNA 
$ 
L 34 1 L 4 
早期 基因 中 期 基因 晚期 基因 


图 7-63 一 种 细菌 病毒 利用 可 互 换 的 RNA 聚合 栈 亚 基 作 为 一 种 调控 基因 表达 的 策略 
细菌 病毒 SPOT 感染 枯草 杆菌， 病毒 DNA 进入 细菌 细胞 以 后 不 久 ， 它 就 利用 细菌 聚合 酶 转录 其 早期 基因 。 其 中 一 个 早 
期 基 央 称 为 28， 编 码 一 个 = 类似 因 子 ， 它 结合 RNA 聚合 酶 并 取代 细菌 的 。 因子 。 这 种 新 的 聚合 酶 形式 专门 起 始 SPOL 
“中 期 ”基因 的 转录 。 其 中 一 个 中 期 基因 编码 另 一 个 o 类似 因子 一 一 34， 由 它 取代 28 产物 并 指导 RNA 聚合 本 转录 “了 晚 
期 ”基因 。 最 后 表达 的 这 套 基 央 合 成 用 于 包装 病毒 染色 体 到 病毒 衣 壳 中 并 裂解 细胞 的 蛋白 质 。 通 过 这 种 策略 ， 多 套 
病毒 基因 以 需要 它们 的 先后 顺序 表达 ; 这 确保 了 迅速 而 有 效 的 病毒 复制 


在 某 种 意义 上 ， 通 过 利用 共有 一 些 亚 基 的 3 种 不 同 mRNA 聚合 酶 CT. I, MD, HK 
生物 也 运用 了 类 似 的 策略 。 相 比 之 下 ， 原 核 生物 只 利用 一 种 核心 RNA 聚合 酶 分 子 ， 但 是 它 
们 用 不 同 的 o 亚 基 对 它 进行 了 修饰 。 


基因 开关 是 逐渐 进化 而 来 

我 们 已 经 看 到 真 核 基因 的 调控 区 常常 展开 成 一 长 段 DNA， 而 原核 生物 基因 的 调控 区 通常 
紧密 包装 在 转录 开始 位 点 附近 。 然 而 ， 多 个 细菌 基因 调节 蛋白 识别 远离 启动 子 许多 核 苷 酸 对 
的 DNA 序列 ， 这 些 我 们 可 以 见 图 7-40。 这 种 情况 提供 了 基因 调节 中 最 早 的 DNA 环 化 例子 之 
一 ， 大 大 影响 了 后 来 对 真 核 基因 调节 蛋白 的 研究 。 

看 起 来 似乎 细菌 基因 开关 紧密 包装 的 排列 ， 可 能 是 在 细菌 应 答 进化 压力 来 维持 小 基因 组 
时 ， 从 更 加 伸展 的 开关 形式 发 展 而 来 的 。 然 而 这 种 压缩 的 出 现 是 付出 了 代价 的 ， 因 为 它 限制 
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了 调控 装置 的 复杂 性 和 适应 性 。 相 比 之 下 ， 由 于 真 核 生 物 调控 区 的 伸展 形式 ， 伴 之 以 长 段 间 
隔 DNA 分 隔 开 的 不 连续 调节 模块 ， 就 可 以 期 待 在 进化 过 程 中 促进 了 调节 模块 的 重新 洗 牌 ， 
两 者 都 产生 新 的 调节 环 路 并 修改 了 原 有 的 环 路 。 控 区 如 何 进化 是 一 个 令 人 着 迷 的 挑战 ， 
在 现今 DNA 序列 中 能 找到 许多 线索 。 我 们 将 在 本 章 的 最 后 再 回 到 这 个 主题 上 来 。 


小 结 


细胞 内 单个 基因 的 转录 由 基因 调节 蛋白 打开 和 关闭 。 在 原核 生物 中 ， 这 些 蛋白 质 通常 结 
合 RNA 聚合 酶 起 始 位 点 附近 的 特异 DNA 序列 ， 并 根据 该 调节 蛋白 的 特性 ， 及 其 相对 于 起 始 
位 点 的 精确 位 置 ， 激 活 或 者 阻 遇 这 个 基因 的 转录 。 然 而 ，DNA 螺旋 的 柔性 也 允许 结合 在 远 处 
à 蛋白 质 通过 将 间隔 的 DNA 环 化 来 影响 启动 子 上 的 RNA 聚合 酶 。 这 种 远 距离 发 挥 作用 
的 情况 在 真 核 细胞 内 极为 常见 ， 其 中 远离 启动 子 几 千 个 核 苷 酸 对 结合 的 基因 调节 蛋白 调控 着 
基因 的 表达 。 真 核 激活 蛋白 和 阻 遇 蛋白 以 多 种 机 制 发 挥 作用 一 一 一 般 引 起 染色 质 结 构 的 局 部 
修饰 、 通 用 转录 子 在 启动 子 上 的 装配 ， 以 及 RNA 聚合 酶 的 慕 集 。 

虽然 一 个 典型 的 原核 基因 只 由 一 个 或 两 个 基因 调节 蛋白 调控 ， 但 是 更 高 级 的 真 核 基 因 的 
调控 要 复杂 得 多 ， 从 而 与 更 大 的 基因 组 以 及 形成 了 大 量 不 同 的 细胞 类 型 相称 。 例 如 ， 果 蝇 eve 
基因 的 调控 区 拥有 长 达 20 000 个 核 苷 酸 对 的 DNA， 以 及 超过 20 种 基因 调节 蛋白 的 结合 位 
点 。 其 中 一 些 蛋白 质 是 转录 激活 蛋白 ， 而 另 一 些 是 转录 阻 过 蛋白。 这 些 蛋白 质 与 DNA 上 组 
织 成 一 系列 串联 的 调节 模块 的 调节 序列 结合 ， 并 且 它 们 共同 发 挥 作用 导致 产生 基因 表达 的 空 
间 和 时 间 模 式 。 真 核 基 因 和 它们 的 调控 区 常常 由 绝缘 子 环绕 ， 它 们 是 由 防止 独立 调节 的 基因 
之 间 交 叉 对 话 的 蛋白 质 识别 的 DNA 序列 。 


产生 特 化 细胞 类 型 的 分 子 遗传 学 机 制 


尽管 所 有 细胞 都 必须 能 够 打开 或 关闭 基因 ， 以 应 答 环境 的 变化 ， 但 是 多 细胞 生物 的 细胞 
已 经 将 这 种 能 力 演化 到 一 种 极端 的 程度 ， 并 以 高 度 特 化 的 方式 ， 形 成 了 分 化 细胞 类 型 有 组 织 
的 排列 ， 尤 其 是 ， 一 旦 多 细胞 生物 的 某 个 细胞 开始 分 化 成 特定 的 一 种 细胞 类 型 ， 这 种 命运 的 
选择 常常 会 经 过 许多 后 代 细胞 仍然 保留 着 ， 这 意味 着 必须 记 住 基因 表达 中 参与 这 种 选择 的 变 
化 。 这 种 细胞 记忆 现象 是 形成 有 序 组 织 和 维持 分 化 细胞 稳定 性 的 先决 条 件 。 相 比 之 下 ， 无 论 
在 真 核 生物 还 是 原核 生物 中 ， 基 因 表 达 发 生 最 简单 的 变化 都 只 是 暂时 的 。 例 如 ， 在 细菌 中 色 
氮 酸 阻 直 蛋白 只 有 存在 色 氨 酸 时 才 将 色 氨 酸 基因 关闭 ; 一旦 色 氨 酸 从 培养 基 中 消除 ， 基 因 表 
达 再 打开 ， 并 且 后 代 细 胞 将 不 会 记 住 它们 的 祖先 曾 接触 过 色 氨 酸 。 然 而 ， 即 便 是 在 细菌 中 
基因 表达 中 的 一 些 变化 类 型 也 能 稳定 地 遗传 下 去 。 

这 一 部 分 我 们 考察 如 何 将 基因 调节 装置 综合 起 来 形成 “逻辑 ”回路 ， 细 胞 通过 这 些 回路 
进行 分 化 、 计 时 、 记 住 过 去 发 生 的 事件 ， 并 在 整个 染色 体 水 平 上 调节 基因 表达 水 平 。 首 先 我 
们 讨论 一 些 了 解 最 清楚 的 细胞 分 化 遗传 机 制 ， 它 们 在 细菌 和 酵母 细胞 中 发 挥 作用 。 


DNA 重 排 介 导 了 细菌 的 相 转 变 


我 们 已 经 看 到 ， 在 高 等 真 核 生物 中 进行 细胞 分 化 时 ，DNA 序列 常常 不 会 发 生 可 察觉 的 改 
变 。 相 比 之 下 ， 在 有 些 原核 生物 中 ， 通 过 发 生 激活 或 失 活 特定 基因 的 DNA 重 排 ， 获 得 了 一 
种 稳定 遗传 的 基因 调节 模式 。 由 于 在 随后 进行 的 DNA 复制 中 DNA 序列 的 变化 也 忠实 地 进行 


了 拷贝 ， 所 以 一 种 基因 活性 发 生 改变 的 状态 将 被 发 生 重 排 细 胞 的 所 有 后 代 继承 。 然 而 这 种 重 
+ 468 + 


排 有 些 可 以 逆转 ， 这样， 偶尔 有 些 个 体会 再 转 回 到 原先 的 DNA 构 型 。 其 结果 就 是 ， 经 过 长 
期 和 许多 世代 的 观察 后 ， 能 发 现 基因 活性 的 交替 模式 。 

对 这 种 分 化 机 制 研究 得 很 清楚 的 一 个 例子 发 生 在 沙门 氏 菌 中 ， 称 其 为 相 转变 。 虽 然 还 不 
知道 是 否 在 更 高 等 的 真 核 生 物 中 存在 相应 的 机 制 ， 但 它 对 真 核 生 物 仍然 能 产生 巨大 的 影响 ， 
因为 致 病菌 利用 它 来 逃避 免疫 系统 的 发 现 。 一 段 长 达 1000 个 核 苷 酸 对 的 特异 DNA 偶尔 倒 位 
引起 沙门 氏 菌 中 基因 表达 的 打开 与 关闭 。 这 种 变化 改变 了 细胞 表面 蛋白 一 一 粹 毛 蛋 白 的 表达 ， 
细菌 有 两 个 不 同 的 基因 编码 了 这 种 蛋白 质 〈 图 7-64) 。 这 种 倒 位 由 一 种 位 点 特异 的 酶 催化 ， 并 
改变 了 位 于 这 1000 个 核 苷 酸 对 中 一 个 启动 子 的 方向 。 当 启动 子 以 一 个 方向 存在 时 ， 细 菌 就 合 
成 一 种 鞭毛 蛋白 ， 当 启动 子 以 另 一 个 方向 存在 时 ， 细 菌 就 合成 另 一 种 鞭毛 蛋白 。 由 于 发 生 倒 
位 的 情况 很 军 见 ， 所 以 长 出 来 的 细菌 全 部 克隆 只 会 具有 其 中 一 种 类 型 的 鞭毛 蛋白 。 


可 倒 位 片段 
启动 子 H2 MSKA BAF HI 
(A) 
ON ON ON 4 OFF 
= 一 一 二 一 一 一 > RNK AM 
RNA $ + 断 HI 的 合成 
wk 
倒置 DNA 区 域 ea ee aa 
启动 子 H2 LEE TE] 启动 子 HI 
四 
OFF OFF ON ON 
倒 位 片段 
RNA 4 
we 
HI 
蛋白 


图 7-64 细菌 中 DNA 倒 位 改变 基因 表达 
-种 简单 的 位 点 特异 性 重组 使 含有 启动 子 的 小 DNA 片段 发 生 倒 位 ， 从 而 引起 沙门 氏 菌 中 两 个 驱 毛 蛋白 基因 交替 转 
R. (A) 以 一 种 方向 存在 时 ， 启 动 子 激活 H2 禄 毛 蛋 白 革 因 的 转录 ， 还 激活 了 一 种 阻 断 H1 禄 毛 虱 白 基 因 表达 的 阻 
过 蛋白 的 转录 。(B) 启动 子 发 生 倒 位 以 后 ， 它 不 青 打 开 H2 或 者 阻 过 蛋白 ， 因 此 H1 从 阻 过 状态 释放 出 来 并 进行 表 
达 ， 重 组 机 制 很 少 得 到 激活 〈 大 约 每 10 次 细胞 分 裂 出 现 一 次 )。 因 此 在 每 个 细胞 克隆 中 这 种 或 另 一 种 鞭毛 蛋白 的 
合成 倾向 于 忠实 地 遗传 


相 转 变 几 乎 必定 会 进化 ， 因 为 保护 了 细菌 群落 免 受 其 背 椎 动物 宿主 免疫 反应 的 伤害 。 如 
果 宿主 产生 针对 一 种 鞭毛 蛋白 的 抗体 ， 那 么 少数 鞭毛 蛋白 因 基因 倒 位 而 发 生 改 变 的 细菌 仍 将 
能 够 存活 和 增殖 。 

分 离 的 野生 型 细菌 经 常 显示 出 一 种 或 多 种 表 型 的 相 转 变 。 这 些 “ 不 稳定 性 ”常常 随 着 时 
间 从 标准 实验 室 菌株 中 丢失 ,其 中 的 机 制 还 仅仅 在 少数 例子 中 研究 过 。 不 是 所 有 情况 都 涉及 
DNA 倒 位 。 例 如 ， 有 一 种 引起 一 类 常见 的 靠 性 传播 的 人 类 疾病 的 细菌 〈 淋 球菌 )， 通 过 其 表 
面 特征 发 生 一 种 可 遗传 的 改变 的 方式 逃避 免疫 攻击 。 这 种 改变 的 发 生 ， 是 因为 基因 转变 ( 讨 
论 见 第 5 章 ) 而 不 是 基因 倒 位 。 这 种 机 制 将 DNA 序列 从 沉默 “基因 盒 ” 文 库 中 转移 到 基因 
组 中 基因 进行 表达 的 位 点 ;其 优势 就 是 能 产生 主要 细菌 表 面 蛋白 的 许多 变 体 。 
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一 组 基因 调节 蛋白 决定 了 芽 殖 酵母 的 细胞 类 型 


由 于 酵母 很 容易 培养 和 进行 遗传 操作 ， 所 以 它 已 作为 研究 真 核 细胞 中 基因 调控 机 制 的 模 
式 生物 。 常 见 的 面包 酵母 、 酿 酒 酵母 ， 由 于 能 分 化 成 3 种 不 同 的 细胞 类 型 ， 因 而 特别 吸引 研 
究 者 的 兴趣 。 酿 酒 酵母 是 一 种 单 细胞 真 核 生 物 ， 以 单 倍 体 或 二 倍 体 状态 存在 。 二 倍 体 细胞 由 
两 个 单 倍 体 细胞 通过 称 作 交 配 的 过 程 融合 而 成 。 两 个 单 倍 体 细胞 为 了 能 够 交配 ， 它 们 的 交配 
型 〈 性 别 ) 必须 不 同 。 在 酿酒 酵母 中 存在 两 种 交配 型 a 和 a， 它们 专门 用 于 与 对 方 交配 。 它 
们 每 个 分 别 产生 一 种 特殊 的 可 扩散 的 信号 分 子 〈 交 配 因子 ) 和 一 种 特殊 的 细胞 表面 受 体 蛋 白 。 
它们 联合 起 来 使 细胞 能 够 与 相反 的 细胞 类 型 互相 识别 ， 然 后 同 它 进行 融合 。 结 果 形 成 的 二 倍 
体 细胞 称 为 a/a， 与 父母 中 的 任何 一 个 都 不 相同 ， 当 它们 耗 尽 所 有 养分 时 ， 它 们 不 能 交配 但 
能 形成 息 子 〈 孢 子 形成 )， 从 而 通过 减 数 分 裂 产生 单 倍 体 细胞 (讨论 见 第 20 章 ) 。 
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图 7-65 酵母 细胞 类 型 的 调节 

酵母 细胞 类 型 由 MAT 基因 座 产 生 的 3 种 基因 调节 和 蛋白 Cal, a2, al) 决定 .a 型 单 倍 体 细胞 、a 型 单 倍 体 细胞 和 二 
信 体 细胞 a/a 型 ) 中 分 别 转录 一 套 不 同 的 基因 。 单 倍 体 细胞 表达 一 套 单 倍 体 特异 的 基因 〈hSG)， 既 可 以 是 一 套 a 
特异 基因 (aSG)， 也 可 以 是 一 套 a 特异 基因 〈(aSG)。 二 倍 体 细胞 不 表达 这 些 基因 - al, a2 和 al 蛋白 通过 以 不 同 的 
组 合 方式 ， 结 合 每 种 细胞 类 型 中 许多 目标 基因 上 游 特异 的 调节 序列 ， 从 而 调控 这 些 基因 的 表达 。 注 意 al 是 一 个 基因 
激活 蛋白 ， 而 a? 是 一 个 基因 阻 过 蛋白 。 二 者 都 与 称 作 Meml 的 基因 调节 蛋白 组 合 起 来 发 挥 功能 ， 这 种 蛋白 在 全 部 3 
种 细胞 类 型 中 都 存在 。 在 二 售 体 细胞 类 型 中 ，a2 和 al 形成 一 个 异 源 二 束 体 CN 7-23 详细 显示 )， 由 它 关闭 一 套 基因 
(包括 编码 al 激活 蛋白 的 基因 ) 的 表达 ， 这 套 基因 与 «2 和 Mcml 蛋白 关闭 的 基因 不 同 。 这 个 相对 简单 的 基因 调节 蛋 
白 系 统 是 基因 表达 组 合 调控 的 一 个 实例 〈 图 7-50)。al 和 a2 蛋白 质 各 自 利用 一 个 同 源 异 型 域 革 序 识别 它们 DNA 结合 
位 点 (图 7-16) 
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建立 和 维持 这 3 种 细胞 类 型 的 机 制 说 明了 我 们 已 经 讨论 过 的 改变 基因 表达 模式 的 几 个 策 
略 。 单 倍 体 细胞 的 交配 型 由 单个 位 点 ， 交 配 型 (MAT) 位 点 决定 ， 它 在 a 型 细胞 中 编码 一 个 
基因 调节 蛋白 一 一 al; 在 a 细胞 中 编码 两 个 基因 调节 蛋白 一 一 Matal 和 Mata2。al 蛋白 在 产 
生 它 的 a 型 单 倍 体 细 胞 中 无 任何 作用 ， 但 是 后 来 在 交配 产生 的 二 倍 体 细胞 中 变 得 重要 起 来 ; 
同样 ，a 型 单 倍 体 细胞 不 会 产生 其 交配 型 特异 的 蛋白 质 。 相 比 之 下 ，a2 蛋白 在 a 细胞 中 作为 
一 种 转录 阻 过 蛋白 将 a 特异 的 基因 关闭 ， 而 al 蛋白 则 作为 转录 活化 蛋白 将 a 特异 的 基因 打 
开 。 一 旦 这 两 种 交配 型 发 生 融 合 ，al 与 a2 调节 蛋白 的 组 合 就 生成 一 种 全 新 的 基因 表达 模式 ， 
与 父母 细胞 的 任何 一 个 都 不 同 。 图 7-65 说 明了 交配 型 特异 的 基因 在 3 种 细胞 类 型 中 以 不 同 模 
式 表达 的 机 制 ， 并 仍然 是 最 先 鉴定 出 的 组 合 基因 调控 例子 之 一 。 

虽然 在 大 多 数 酿酒 酵母 的 实验 菌株 中 ，a 和 a 细胞 类 型 经 过 多 次 细胞 分 裂 仍 保持 稳定 ， 
但 是 一 些 分 离 得 到 的 野生 型 菌株 能 够 通过 基因 重 排 机 制 反复 在 a 和 a 细胞 类 型 之 间 转换 ， 这 
种 机 制 的 作用 让 人 想起 在 淋 球 菌 中 发 生 的 DNA 重 排 ， 尽 管 确切 的 机 制 似乎 为 酵母 所 特有 。 
在 酵母 染色 体 中 的 MAT 位 点 两 侧 ， 各 存在 一 个 沉默 的 位 点 ， 编 码 了 交配 型 基因 调节 和 蛋白: 
一 侧 的 沉默 位 点 编码 al 和 a2; 另 一 侧 编码 al 。 几 乎 每 次 进行 其 他 细胞 分 裂 时 ，MAT 位 点 中 
的 活性 基因 被 切除 ， 并 由 决定 相反 交配 型 的 沉默 位 点 新 合成 的 拷贝 替换 。 由 于 这 种 改变 涉及 
将 一 个 基因 从 活性 狭 槽 中 移 走 ， 并 由 另 一 个 取代 ， 所 以 这 种 机 制 称 为 弹 夹 机 制 。 这 种 改变 可 
以 逆转 ， 因 为 尽管 去 除了 MAT 位 点 原先 的 基因 ， 基 因 组 中 仍然 保留 着 一 个 沉默 拷贝 。 从 这 
个 沉默 的 基因 产生 的 新 拷贝 作为 可 丢弃 的 盒 带 发 挥 作 用 ， 它 将 会 交替 插入 到 MAT 位 点 ， 就 
像 “播放 磁头 ”一 样 起 作用 〈 图 7-66). 


Gat $ MAT 位 点 = 2ORRSE 
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图 7-66 酵母 交配 型 转变 的 弹 夹 模型 
弹 夹 式 转变 通过 一 种 基因 转变 过 程 发 生 ， 其 中 涉及 一 种 特殊 的 酶 “HO 内 切 核酸 酶 )， 它 在 MAT 基因 
座 中 特殊 的 DNA 序列 上 切 开 。 然 后 将 切口 附近 的 DNA 切除 ， 并 用 相反 交配 型 的 沉默 弹 夹 拷贝 取代 。 
这 种 特殊 形式 的 基因 转变 机 制 与 第 5 章 讨论 的 同 源 末端 连接 的 一 般 机 制 相似 


负责 沉默 位 于 酵母 染色 体 末 端 基 因 的 相同 机 制 ， 以 一 种 无 转录 活性 的 形式 维持 着 沉默 盒 
(图 4-47); 也 就 是 说 ,位 于 沉默 位 点 的 DNA 包装 成 一 种 高 度 组 织 的 染色 质 形式 ， 抑 制 基因 
的 表达 。 
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两 种 彼此 阻 歇 对方 合 成 的 蛋白 决定 了 和 噬菌体 的 遗传 状态 


单个 体 细胞 核 内 存在 的 遗传 信息 能 够 指令 完整 的 消 椎 动物 或 植物 个 体 〈 图 7-2) 的 事实 ， 
消除 了 DNA 序列 的 不 可 逆 变 化 成 为 高 等 真 核 细胞 主要 分 化 机 制 的 可 能 性 (虽然 这 种 改变 是 
淋巴 细胞 分 化 中 的 关键 ; 讨论 见 第 24 章 ) 。 从 理论 上 讲 ， 可 逆 的 DNA 序列 变化 ， 与 刚刚 描 
述 的 在 淋 球菌 和 酵母 中 发 生 的 那些 变化 类 似 ， 仍 然 可 以 负责 产生 在 高 等 生物 基因 表达 中 观察 
到 的 遗传 变化 ， 但 是 目前 没有 证 据 表 明 这 种 机 制 已 得 到 广泛 利用 。 

然而 ， 本 章 我 们 曾 谈 及 的 其 他 机 制 也 能 产生 可 由 后 代 细 胞 继承 的 基因 调节 模式 。 可 能 最 
简单 的 例子 存在 于 和 细菌 病毒 〈》 噬菌体 ) 中 。 在 入 细菌 病毒 中 存在 一 个 开关 ， 能 引起 该 病毒 
在 两 种 稳定 的 自我 维持 状态 之 间 转 变 。 这 种 开关 可 以 看 作 是 在 高 等 真 核 生物 发 育 中 发 挥 作用 
的 类 似 但 更 复杂 的 开关 的 原型 。 

我 们 在 前 面 提 到 过 只 菌 体 在 有 利 的 条 件 下 能 整合 到 大 肠 杆菌 细胞 DNA 中 ， 以 便 每 次 
细菌 分 裂 时 都 自动 得 到 复制 。 该 病毒 也 可 以 在 细胞 质 中 增殖 ， 将 宿主 杀 死 〈 图 5-81) 。 这 两 种 
状态 之 间 的 转换 由 噬菌体 基因 组 编码 的 蛋白 质 介 导 。 其 基因 组 含有 大 约 50 个 基因 ， 在 两 种 状 
态 下 它们 以 非常 不 同 的 模式 转录 。 例 如 ， 一 个 注定 要 整合 的 病毒 必须 合成 、 整合 酶 蛋白 ， 需 
要 利用 它 将 ADNA 插入 细菌 染色 体 ， 但 必须 阻 殉 负责 病毒 增殖 的 病毒 蛋白 的 合成 ， 一 旦 这 两 
种 模式 之 一 确立 了 ， 它 就 会 稳定 地 维持 下 去 。 

我 们 这 里 不 能 详细 地 讨论 这 个 复杂 的 基因 调控 系统 ， 而 只 是 概括 一 些 它 的 一 般 特 征 。 
这 种 转换 的 核心 是 该 病毒 合成 的 两 种 基因 调节 蛋白 : A BRA (CIA) (我 们 已 经 涉及 
过 ) 和 Cro 蛋白 。 这 两 种 蛋白 质 彼此 抑制 对 方 的 合成 ， 这 种 安排 正好 产生 两 种 稳定 状态 
(图 7-67)。 在 状态 1 ( 原 叭 菌 体 状 态 ) 中 ,和 阻 过 蛋白 占据 启动 子 ， 阻 断 Cro 的 合成 ， 也 激 
活 它 自身 的 合成 ， 在 状态 2 裂解 状态 ) H, Cro 蛋白 占据 操纵 子 中 另 一 个 位 点 ， 阻 断 阻 过 
蛋白 的 合成 ， 但 允许 它 自身 进行 合成 。 在 原 噬菌体 状态 中 ， 大 部 分 稳定 整合 的 噬菌体 DNA 
不 进行 转录 。 在 裂解 状态 ， 该 DNA 大 量 地 转录 、 复 制 ， 并 包装 成 新 的 噬菌体 ， 由 宿主 细 
NL fe i 
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图 7-67 大 肠 杆菌 宿主 细胞 内 ， 决 定 入 噬菌体 生长 模式 的 调节 系统 的 简化 形式 
在 稳定 状态 1 〈 原 吹 蓝 体 状态 》 中 ， 鸣 茵 体 合成 一 种 阻 过 蛋白 ， 它 激活 自身 的 合成 ， 并 关闭 多 种 其 他 噬菌体 “ 
蛋白 质 的 合成 ， 其 中 包括 Cro 蛋白 。 在 状态 ORD H., ORK ARR Cro 蛋白 ， 它 关闭 掉 阻 过 蛋白 的 
合成 ， 这 样 就 能 合成 许多 只 菌 体 蛋白 质 ， 而 且 病 毒 DNA 能 在 大 肠 杆 菌 细胞 内 自由 复制 ， 最 终 产生 了 许多 新 
的 只 蓝 体 颗粒 并 杀 死 细胞 。 该 例子 说 明了 两 个 基因 调控 蛋白 如 何 能 够 组 合成 一 条 回路 来 产生 两 种 可 遗传 状态 。 
入 阻 遇 蛋白 和 Cro 蛋白 都 通过 螺旋 -转角 - 曝 旋 基 序 来 识别 操纵 基因 (图 7-14) 


当 宿主 菌 生长 良好 时 ， 感 染病 毒 倾向 于 采用 状态 1， 人 允许 病毒 DNA 随 宿主 染色 体 一 起 增 


殖 ; 当 宿 主 受到 损伤 时 ， 为 了 在 细胞 质 中 增殖 并 迅速 逃离 宿主 ， 整 合 的 病毒 就 从 状态 1 转变 
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到 状态 2。 这 种 转变 在 宿主 应 答 使 阻 过 蛋白 失 活 的 DNA 损伤 时 引发 。 然 而 ， 如 果 没 有 这 种 干 
DE. A BARA ALR Cro 蛋白 的 合成 ， 而 且 打开 自身 的 合成 ， 这 种 正 反馈 环 帮助 维持 着 


基因 调节 环 路 能 用 于 组 建 记忆 装置 以 及 振荡 器 

正 反馈 环 为 细胞 记忆 提供 了 一 种 简单 的 通用 策略 一 -确立 和 维持 基因 转录 的 可 遗传 模式 。 
图 7-68 显示 了 最 核心 的 基本 原理 ， 真 核 细胞 广泛 地 利用 了 这 种 简单 策略 的 变化 形式 。 例 如 ， 
参与 建立 果 蝇 身 体 建成 《讨论 见 第 21 章 ) 的 多 种 基因 调节 蛋白， 激活 它们 自身 的 转录 ， 因 而 
形成 一 个 正 反馈 环 ， 促 进 它们 继续 合成 ; 同时 ， 这 些 蛋白 质 有 许多 阻 过 了 编码 其 他 重要 基因 
调节 蛋白 基因 的 转录 。 通 过 这 种 方式 ， 只 需要 几 个 基因 调节 蛋白 相互 影响 各 自 的 合成 和 活性 ， 


就 能 获得 遗传 行为 的 复杂 模式 。 
一 一 
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图 7-68 显示 正 反馈 环 如 何 产生 细胞 记忆 的 简 图 
ES A 是 一 种 基因 调节 蛋白 ， 能 激活 自身 的 转录 。 原先 的 细胞 所 有 后 代 因而 将 记 住 祖先 细 
胞 经 历 过 起 始 该 蛋白 质 合 成 的 短暂 信号 


简单 的 调节 环 路 可 以 组 合 起 来 形成 多 种 多 样 的 调控 装置 ， 就 像 电脑 中 简单 的 电子 转换 元 
件 组 合 起 来 行使 各 种 复杂 的 逻辑 运算 一 样 。 我 们 已 经 看 到 ， 和 》 噬菌体 提供 了 一 个 能 在 两 种 稳 
定 状 态 之 间 转换 的 环 路 例子 。 更 加 复杂 的 调节 网 络 类 型 不 仅 能 在 自然 界 找到 ， 而 且 也 能 在 实 
验 室 中 进行 设计 和 构建 。 例 如 ， 图 7-69 显示 了 一 个 工程 细菌 细胞 如 何 能 够 在 3 种 状态 之 间 按 
规定 的 顺序 转换 ， 因 而 像 一 个 振荡 器 或 者 “时 钟 ” 一 样 发 挥 作 用 。 


昼夜 节律 钟 以 基因 调节 中 的 反馈 环 为 基础 
每 天 白 异 与 黑夜 循环 往复 的 同时 ， 地 球 上 的 生命 在 不 断 进化 。 许 多 现今 生物 从 古 细菌 
到 植物 再 到 人 类 ) 已 经 拥有 了 一 种 内 在 的 节律 ， 指 令 一 天 中 在 不 同时 间 发 生 的 不 同行 为 。 这 


些 行为 多 种 多 样 ， 可 以 是 真菌 的 代谢 酶 活性 的 循环 变化 ， 也 可 以 是 人 类 精确 的 睡眠 -苏醒 循 
环 。 调控 这 种 昼 间 节律 的 内 在 振荡 器 称 为 昼夜 节律 钟 。 
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图 7-69 在 实验 室内 设计 的 一 种 简单 的 基因 钟 
(A) 利用 重组 DNA 技术 将 3 种 不 同 细菌 阻 过 蛋白 的 基因 分 别 置 于 一 个 不 同 的 阻 过 蛋白 调控 之 下 。 这 些 阻 过 蛋白 〈 图 
中 用 A、B、C 表示 ) 分 别 是 Lac 阻 过 蛋白 〈 图 7-38)、 和 阻 过 蛋白 〈 图 7-67) 和 tet 阻 过 蛋白 ， 它 在 应 答 四 环 素 信号 
时 调节 基因 表达 。(B) 细胞 群 将 在 CA 中 显示 的 3 种 不 同 状态 的 循环 。 例 如 ， 如 果 细 胞 开始 于 仅 有 阻 过 蛋白 A 累积 
到 较 高 水 平 的 状态 ， 那 么 阻 遇 蛋 白 B 就 受到 完全 的 阻 过 。 当 阻 过 蛋白 C 逐 新 合成 时 ， 它 开始 关闭 阻 过 蛋白 A 的 合成 ， 
于 是 阻 过 蛋白 B 开 始 累 积 并 最 终 关 闭 阻 过 蛋白 C 的 合成 。 随 着 此 循环 继续 向 前 进行 ， 同 步 的 细胞 群 就 以 规定 的 秩序 
在 3 PREZ 


通过 携带 其 自身 的 昼夜 节律 钟 ， 生 物体 能 预测 所 处 环境 中 有 规律 的 每 日 变化 ， 并 提前 采 
取 行 动 。 当 然 ， 周 有 的 节律 钟 不 可 能 绝对 地 准确 ， 所 以 它 必须 能 由 外 部 信号 如 白天 光照 进行 
重新 设 定 。 因 此 即便 在 环境 信号 (光照 和 黑暗 的 变化 ) 已 不 存在 的 情况 下 ， 昼 夜 节律 钟 也 会 
继续 运转 。 但 是 这 个 自由 运转 节律 的 周期 常常 比 24h 稍 长 或 者 稍 短 。 表 示 白 昼 时 间 的 外 部 信 
号 引起 时 钟 运转 进行 微调 ， 以 便 使 生物 体 保持 与 其 环境 同步 。 如 果 发 生 更 激烈 的 改变 ， 新 的 
光照 与 黑暗 循环 就 会 逐渐 重新 设 定 〈 产 生 ) 昼夜 节律 钟 ， 每 个 经 历 过 飞行 时 差 反 应 的 人 都 能 
证 明 这 一 点 。 

有 人 可 能 推 想 在 复杂 的 多 细胞 生物 如 入 类 中 ， 昼 夜 节律 钟 本 身 会 是 一 个 复杂 的 多 细胞 
装置 ， 不 同 的 一 组 细胞 负责 振荡 机 制 的 不 同 部 分 。 然 而 引 人 注 意 的 是 ， 实 际 上 几乎 所 有 生 
物 ， 包 括 人 类 的 计时 员 都 是 单个 细胞 。 因 此 ， 我 们 的 睡眠 与 苏醒 循环 、 体 温 的 循环 ， 以 及 
激素 释放 的 昼夜 循环 由 下 丘脑 〈 脑 的 一 部 分 ) 一 组 特殊 细胞 的 每 个 成 员 (SCN 细胞 ) 中 运 
转 的 节律 钟 控制 。 即 便 将 这 些 细胞 从 大 脑 中 去 除 ， 分 散 到 培养 平板 上 ， 它 们 也 将 会 独自 继 
续 振荡 ， 显 示 出 周期 约 为 24h 的 基因 表达 循环 模式 。 在 完好 的 体内 ，SCN 细胞 接受 来 自视 
网 膜 的 神经 信号 ， 使 它们 产生 光照 和 黑暗 的 日 循环 ， 并 且 它们 将 有 关 每 天 时 间 的 信息 传递 
到 其 他 的 组 织 如 松 果 腺 中 ， 该 腺 体 随 着 节律 钟 的 时 间 释 放 褪 黑 素 激素 ， 将 时 间 信号 呈 递 到 
身体 的 其 余部 位 。 

虽然 SCN 细胞 在 哺乳 动物 中 作为 计时 员 发 挥 了 主要 的 作用 ， 但 是 已 有 证 据 表明 它们 不 是 
哺乳 动物 体内 唯一 拥有 内 在 昼夜 节律 或 根据 光照 重新 设 定 该 钟 能 力 的 细胞 。 同 样 ， 在 果 蝇 中 ， 


许多 不 同类 型 的 细胞 ， 包 括 胸部 、 腹 部 、 和 触角 、 腿 、 翅 膀 和 精 集 的 细胞 ， 当 与 果 蝇 身体 其 余 
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MOSH, ERRET RRM. 这些 分 离 组 织 中 的 节律 钟 ， 与 SCN 细胞 中 的 一 
样 ， 能 够 被 外 界 强加 的 光照 和 黑暗 循环 重新 设 定 。 

因此 ， 层 夜 节律 钟 的 运行 机 制 成 为 细胞 生物 学 中 主要 难题 。 虽 然 我 们 还 不 清楚 全 部 的 细 
节 , 但 在 大 量 不 同 生物 中 进行 的 研究 已 经 揭示 了 许多 基本 原理 和 分 子 组 分 。 对 动物 来 说 , 我 
们 所 知 的 很 多 都 来 自 于 对 果 蝇 突变 体 的 搜寻 ， 这 些 突变 体 中 的 昼夜 节律 钟 或 走 快 或 走 慢 或 根 
本 不 走 。 这 类 工作 导致 发 现 了 许多 相同 的 组 分 参与 了 哺乳 动物 昼夜 节律 钟 。 图 7-70 概括 了 果 
蝇 节 律 钟 的 机 制 。 振 功 器 的 核心 是 转录 反馈 环 ， 它 带 有 一 种 时 间 延 迟 性 : 某 些 重要 基因 产物 
的 积累 关闭 它们 的 转录 ， 但 延迟 转录 ， 所 以 〈 粗 略 地 讲 ) 细胞 在 存在 产物 却 转录 关闭 与 不 存 
在 产物 却 转录 打开 这 两 个 状态 之 间 转 换 。 


图 7-70 果 蝇 细胞 中 屋 夜 节律 钟 机 制 的 要 点 
该 节律 钟 的 主要 特征 就 是 两 种 基因 调节 蛋白 ，Tim (timless 的 简写 ， 基 于 一 种 基因 突变 的 表 型 ) 和 Per (period 的 
简写 )， 周 期 性 地 累积 和 误 减 ， 这 些 蛋白 质 在 细胞 质 中 表达 ， 当 它们 累积 到 临界 水 平时 ， 就 会 形成 异 源 二 聚 体 。 该 
异 源 二 聚 体 转运 到 细胞 核 内 ， 在 这 里 与 该 节律 钟 一 起 调节 大 量 基因 的 表达 ，Tim-Per 异 源 二 聚 体 也 阻 过 fim 和 per 
基因 ， 形 成 了 一 个 反馈 系统 ， 引 起 Tim 和 Per 水 平 周期 性 地 升 高 和 下 降 。 除 此 转录 反馈 之 外 ， 该 节律 钟 依赖 Per AE 
白 的 磷酸 化 和 随后 的 降解 ， 这 在 细胞 核 和 细胞 质 都 有 发 生 ， 且 受 另外 一 种 节律 钟 Dbt Cdouble-time 的 简写 ) 的 调 
节 。 降 解 迫使 Tim 和 Per 周期 性 的 累积 发 生 延 迟 ， 这 对 于 节律 钟 发 挥 功能 是 很 关键 的 。 例 如 ，Per 在 细胞 质 中 的 累 
积 因 游离 的 Per 单 体 发 生 磷酸 化 和 降解 而 延迟 。 红 色 显 示人 迫使 发 生 特定 延迟 的 步 又 。 对 新 的 昼夜 周期 做 出 应 答 会 发 
生 节 律 钟 的 内 外 偶 联 (或 者 重 调 )。 虽 然 大 多 数 果 蝇 细胞 没有 真正 的 光 受 体 ， 但 细胞 内 的 黄 素 蛋白 感受 到 光 ， 并 迅 
速 引起 Tim 降解 ， 因 而 重 调 该 节律 钟 


虽然 昼夜 节律 钟 的 基本 原理 比较 简单 ， 但 细节 很 复杂 。 产 生 这 种 复杂 性 的 一 个 原因 是 ， 
这 个 节律 钟 必 须 缓冲 通常 加 速 或 减 慢 了 大 分 子 结合 的 温度 变化 。 它 们 还 必须 精确 地 运行 但 
是 要 能 够 被 重新 设 定 。 尽 管 尚 不 清楚 生物 钟 如 何以 连续 的 速度 运行 ， 而 不 论 温度 怎样 变 
化 ， 但 是 光 诱导 破坏 了 一 种 重要 的 基因 调节 蛋白 是 重新 设 定 果 蝇 节律 钟 的 机 制 ， 如 图 7-70 
所 示 。 
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单个 蛋白 质 可 以 协同 一 组 基因 的 表达 


细胞 需要 能 单独 打开 或 关闭 基因 ， 但 它们 也 需要 协同 大 量 不 同 基因 的 表达 。 例 如 ， 当 一 
个 静止 的 真 核 细胞 接收 到 要 进行 分 裂 的 信号 时 ,许多 到 这 时 为 此 没有 表达 的 基因 就 一 起 打开 ， 
启动 最 终 导致 细胞 分 裂 的 事件 (讨论 见 第 18 章 )。 细 菌 协同 一 组 基因 表达 的 方式 之 一 就 是 将 
它们 串联 起 来 组 成 一 个 操纵 子 ， 处 于 单个 启动 子 的 调控 之 下 (图 7-33)。 然 而 在 真 核 生物 中 每 
个 基因 从 单独 的 一 个 启动 子 开始 转录 。 

真 核 生 物 如 何 协同 基因 表达 呢 ? 这 是 一 个 特别 重要 的 问题 ， 因 为 我 们 已 经 看 到 过 ， 大 部 
分 真 核 基因 调节 蛋白 作为 调节 蛋白 “委员 会 ”的 成 员 之 一 发 挥 作用 ， 它 们 对 于 在 正确 的 细胞 ， 
正确 的 时 间 ， 应 答 适 当 的 信号 ， 以 适当 的 水 平 表达 基因 全 部 都 是 必需 的 。 那 么 真 核 细 胞 如 何 
能 够 迅速 而 果断 地 打开 或 关闭 哪 一 组 基因 呢 ? 答案 在 于 即使 基因 表达 调控 是 组 合 型 的 ， 单 个 
基因 调节 蛋白 的 作用 ， 对 于 打开 或 关闭 任何 特定 基因 还 是 起 决定 性 作用 的 ， 仅 仅 是 通过 完成 
最 大 限度 地 激活 或 阻 歇 那 个 基因 所 需 的 组 合 。 这 种 情况 与 氢 密 码 锁 最 后 一 个 数字 时 类 似 : 如 
果 之 前 已 拨 入 其 他 数字 ， 密 码 锁 就 会 弹 开 。 正 如 相同 的 数字 能 完成 不 同 组 合 的 密码 锁 一 样 ， 
同一 蛋白 质 也 能 完成 多 个 不 同 基因 调控 组 合 。 如 果 许 多 不 同 的 基因 含有 相同 基因 调节 和 蛋白 的 
调节 位 点 ， 那 么 该 蛋白 质 就 可 以 用 于 调节 所 有 这 些 基因 的 表达 。 

人 类 中 这 样 的 一 个 例子 是 由 糖 皮 质 激素 受 体 蛋白 进行 的 基因 表达 调控 。 为 了 结合 DNA 
中 的 调节 位 点 ， 这 个 基因 调节 蛋白 必须 首先 与 一 分 子 糖 皮质 固 醇 激素 如 皮质 醇 形 成 一 个 复合 
物 (图 15-12 和 图 15-13)。 这 种 激素 在 挨 饿 或 机 体 剧烈 运动 时 释放 ， 在 它 的 其 他 的 活性 中 ， 
它 还 刺激 肝 细 胞 增加 从 氨基 酸 和 其 他 小 分 子 合成 葡萄 糖 。 为 了 产生 这 种 应 答 ， 肝 细胞 增加 许 
多 不 同 基因 的 表达 ， 它 们 编码 了 代谢 酶 或 其 他 产物 。 虽 然 所 有 这 些 基 因 有 不 同 而 且 复杂 的 调 
控 区 ， 但 是 它们 最 大 表达 量 决定 于 激素 - 糖 皮质 受 体 复 合 物 与 对 每 个 基因 DNA 中 的 调节 位 点 
的 结合 。 当 身体 已 经 恢复 ， 激 素 不 再 存在 的 时 候 ， 肝 中 的 这 些 基因 的 表达 各 自 都 降低 到 正常 
水 平 。 通 过 这 种 方式 ， 单 个 基因 调节 蛋白 能 调控 许多 不 同 基因 的 表达 图 7-71), 

糖 皮质 激素 受 体 的 作用 并 不 只 限于 肝 细 胞 。 在 其 他 细胞 类 型 中 ， 激 素 引 起 这 个 基因 调节 
蛋白 的 活化 ， 也 会 导致 许多 基因 表达 水 平 发 生 改 变 ， 然 而 受 影 响 的 基因 通常 与 在 肝 细胞 中 受 
影响 的 基因 不 同 。 我 们 已 经 看 到 ， 每 种 细胞 类 型 都 拥有 一 套 适合 自身 的 调节 蛋白 ， 并 且 由 于 
组 合 调控 的 存在 ， 这 些 蛋 白质 精细 地 调控 着 糖 皮质 激素 受 体 的 作用 。 巾 于 该 受 体能 够 与 许多 
组 不 同 的 细胞 类 型 特异 的 基因 调节 蛋白 组 装 ， 所 以 它 能 在 不 同 细胞 类 型 中 产生 一 系列 不 同 的 
效应 。 


一 个 关键 基因 调节 蛋白 的 表达 能 够 引发 一 整 串 下 游 基因 的 表达 


协同 性 地 打开 或 关闭 许多 基因 的 能 力 不 仅 在 日 常 调节 细胞 功能 时 很 重要 ， 它 也 是 真 核 细 
胞 在 胚胎 发 育 期 间 分 化 成 特殊 的 细胞 类 型 的 方式 。 肌 肉 细 胞 的 发 育 提供 了 一 个 显著 的 例子 。 

哺乳 动物 骨骼 肌 细胞 是 一 种 高 度 与 众 不 同 的 巨大 细胞 ， 由 许多 称 为 成 肌 细胞 的 肌 前 体 细 
胞 融合 后 形成 ， 因 而 含有 多 个 细胞 核 。 成 熟 的 肌 细胞 可 以 通过 许多 独特 的 蛋白 质 与 其 他 细胞 
相 区 别 ， 包 括 肌 动 蛋白 、 肌 球 蛋白 、 原 肌 球 蛋白 和 肌 钙 蛋白 〈 收 缩 装置 的 全 部 组 分 ) 、 肌 酸 磷 
酸 激酶 〈 用 于 肌肉 细胞 特殊 的 代谢 ) 、 乙 酰 胆 碱 受 体 〈 用 于 使 膜 对 神经 刺激 敏感 )。 在 增殖 成 
肌 细 胞 时 ， 或 者 会 不 存在 这 些 肌 肉 特 异 的 蛋白 质 以 及 它们 的 mRNA， 或 者 以 很 低 的 浓度 存 
在 。 当 成 肌 细胞 开始 彼此 融合 时 ， 相 应 的 基因 全 部 协同 性 地 打开 ， 作 为 基因 表达 模式 全 面 转 
变 的 一 部 分 。 
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图 7-71 单个 基因 调节 蛋白 能 协调 几 个 不 同 基因 的 表达 
图 中 概括 说 明了 糖 皮质 激素 受 体 的 作用 。 左 边 的 是 几 个 基因 ， 它 们 每 个 都 有 不 同 的 基因 调节 蛋白 结合 在 其 训 控 区 
上 。 然 而 ， 单 独 这 些 结合 蛋白 不 足以 完全 激活 转录 。 右 边 显示 的 是 增加 另 一 个 基因 调节 和 蛋白 后 〈 结 合 有 精 皮 质 激 
素 的 复合 体 中 的 本 皮质 激素 受 体 ) 的 效果 ， 该 蛋白 质 能 结合 每 个 基因 的 调控 区 。 糖 皮质 激素 受 体 完 成 了 转录 最 大 
起 始 所 需 的 基因 调节 蛋白 的 组 合 ， 现 在 这 些 基因 就 成 套 地 打开 。 缺 少 激素 时 ， 精 皮质 激素 受 体 就 保 久 在 细胞 质 内 ， 
因而 不 能 用 于 结合 DNA。 除 激活 基因 表达 以 外 ， 激 素 结合 形式 的 糖 皮 质 激素 受 体 阻 过 某 些 基因 的 转录 ， 这 依赖 于 
它们 调控 区 已 经 存在 的 基因 调节 蛋白 。 糖 皮质 激素 受 体 对 任何 特定 的 基因 的 作用 因而 决定 于 细胞 类 型 ， 其 所 含 基 
因 调节 和 蛋白 以 及 基因 调控 区 。 图 7-19 显示 了 糖 皮 质 激 家 受 体 DNA 结合 部 分 的 结构 


通过 引入 通常 只 在 肌 细胞 中 表达 的 螺旋 - 环 -螺旋 蛋白 家 族 的 任何 一 个 成 员 一 一 所 谓 的 生 
WLI (MyoD、Myf5、 肌 细胞 生成 蛋白 和 Mrf4) ， 可 以 在 培养 的 皮肤 成 纤维 细胞 和 某 些 其 他 
的 细胞 类 型 中 引发 肌纤维 分 化 的 整个 程序 [图 7-72(A)]。 这 些 调节 蛋白 的 结合 位 点 存在 于 邻 
近 的 许多 肌肉 特异 基因 的 调节 DNA 序列 中 ， 生 肌 细 胞 因而 直接 活化 了 许多 肌肉 特异 的 结构 
基因 的 转录 。 此 外 ， 生 肌 细 胞 刺激 它们 自身 的 转录 以 及 各 种 参与 肌肉 发 育 的 其 他 基因 调节 和 蛋 
白 的 转录 ， 形 成 了 一 系列 复杂 的 正 反馈 环 ， 放 大 并 维持 着 肌肉 发 育 程序 ， 即 便 起 始 信号 已 经 
消失 以 后 [图 7-72(B) ,也 可 见 第 22 章 ]。 

也 可 能 成 纤维 细胞 和 通过 加 入 成 肌 细胞 转变 成 肌 细胞 的 其 他 细胞 类 型 已 经 累积 了 许多 基 
因 调 节 蛋 白 ， 它 们 能 与 肌 细胞 生成 蛋白 质 共同 作用 打开 肌肉 特异 的 基因 。 在 这 个 观点 中 ， 是 
基因 调节 蛋白 的 特定 组 合 而 不 是 单个 蛋白 质 决定 了 肌肉 的 分 化 。 这 个 观点 与 某 些 细胞 类 型 不 
能 申 肌 细 胞 生成 蛋白 质 或 其 相关 物 转变 成 肌肉 的 事实 是 一 致 的 ; 这 些 细胞 可 能 没有 积累 所 需 
的 其 他 基因 调节 蛋白 。 

通过 单个 基因 调节 蛋白 的 作用 ， 一 种 细胞 类 型 〈 成 纤维 细胞 ) 转变 成 为 另 一 种 类 型 〈 骨 
骼 肌 细胞 ) ， 这 再 次 强调 了 本 章 讨论 的 最 重要 的 原理 之 一 : 基因 表达 差异 能 产生 细胞 类 型 之 间 
的 显著 差别 一 一 大 小 、 形 状 、 化 学 和 功能 。 
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B72 生 肌 调节 蛋白 在 肌肉 发 育 过 程 中 的 作用 

CA) 在 成 纤维 细胞 中 表达 MyoD 蛋白 的 效果 。 如 该 免疫 荧光 显 微 照片 中 所 示 ， 通 过 实验 手段 诱导 myoD 基因 的 表 
达 ， 将 来 自 锥 鸡 胚胎 皮肤 的 成 纤维 细胞 转化 成 肌肉 细胞 。 经 诱导 表达 myoD 基因 的 成 纤维 细胞 发 生 融 合 ， 形 成 了 
伸 长 的 多 核 肌肉 类 似 细胞 ， 利 用 肌肉 特异 蛋白 的 抗体 将 这 些 细胞 染 成 绿色 。 在 背景 中 未 表达 myoD 基因 的 成 纤维 
细胞 儿 乎 看 不 到 。(B) 一 些 参与 骨骼 肌 发 育 的 基因 调节 蛋白 的 简 图 。 中 胚层 祖 细胞 发 育 进入 肌肉 特异 的 途径 涉及 
4 种 生 肌 基因 调节 蛋白 的 合成 ， 它 们 分 别 是 MyoD、Myf5、 肌 细胞 生成 蛋白 〈 成 肌 素 ) 和 Mrf4。 这 些 蛋白 质 直 接 
激活 肌肉 结构 基因 以 及 MEF2 基因 的 转录 ， 后 者 编码 另外 一 种 基因 调节 蛋白 。Mef2 与 生 肌 蛋 白 联合 发 挥 作用 以 
使 进一步 激活 肌肉 结构 基因 的 转录 ， 并 形成 一 个 正 反 馈 环 ， 其 作用 是 维持 生 肌 基因 的 转录 [(A) 经 Stephen Tap 
scott and Harold Weintraub 许可 ; (B) 摘自 了 D. Molkentis EN. Olson, Proc, Natl, Acad. Sci. USA 

93; 9366~9373, 1996 


真 核 生 物 中 组 合 基因 调控 产生 许多 不 同 的 细胞 类 型 


我 们 已 经 讨论 过 多 个 基因 调节 蛋白 如 何 协同 作用 调节 单个 基因 的 表达 。 但 是 ， 正 如 生 肌 
蛋白 所 表明 的 那样 ， 组 合 基因 调控 的 意义 不 止 这 一 点 : 不 仅 每 个 基因 拥有 许多 基因 调节 蛋白 
来 调控 它 ， 而 且 每 个 基因 调节 蛋白 也 参与 调控 多 个 基因 。 此 外 ， 虽 然 有 些 基因 调节 蛋白 对 单 
个 细胞 类 型 特异 ， 但 是 大 多 数 在 多 种 细胞 类 型 ， 体 内 多 个 部 位 和 发 育 期 间 多 次 打开 。 图 7-73 
i， 它 显示 了 组 合式 基因 调控 如 何 能 够 以 相对 较 少 的 基因 调节 蛋白 产生 大 


胞 类 型 的 规定 者 ， 并 不 是 必定 有 一 个 可 以 简单 界定 的 功能 。 相 反 ， 基 因 调 节 蛋 白 可 以 比 作 某 
种 语言 的 单词 :它们 在 不 同 的 上 下 文中 用 于 不 同 的 意思 并 且 基 本 不 会 单独 使 用 ， 正 是 精心 选 
出 的 组 合 传递 了 规定 基因 调节 事件 的 信息 。 组 合式 调控 的 一 个 条 件 是 许多 基因 调节 蛋白 必须 
能 共同 作用 来 影响 最 终 的 转录 速率 。 这 个 原理 在 极其 显著 的 程度 上 是 对 的 : 如 果 用 实验 方法 
引进 同一 细胞 中 ， 即 使 来 自 差别 巨大 的 真 核 物种 的 不 相关 基因 调节 蛋白 也 能 协同 作用 。 这 种 
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图 7-73 组 合 基因 调控 对 发 育 的 重要 性 
发 育 过 程 中 一 些 基 因 调 节 蛋 白 的 组 合 能 产生 许多 细胞 类 型 。 在 这 个 简单 并 且 理想 化 的 体系 中 ， 每 一 次 细 
胞 分 列 之 后 就 会 做 出 一 个 决定 ， 合 成 一 对 不 同 基因 调节 蛋白 的 其 中 一 个 (用 标 上 数字 的 圆圈 表示 )。 感 
受到 在 胚胎 中 的 相对 位 置 以 后 ， 朝 向 胚胎 左 侧 的 子 细胞 常常 诱导 合成 每 对 蛋白 质 中 的 偶数 蛋白 质 ， 而 朝 
向 胚胎 右 侧 的 子 细胞 诱导 合成 奇数 蛋白 质 。 假 设 每 种 基因 调节 蛋白 的 合成 一 旦 起 始 以 后 就 自我 持续 下 去 
(图 7-68)。 以 这 种 方式 ， 通 过 细胞 记忆 ， 逐 步 建立 最 终 的 组 合 指令 。 在 此 纯粹 假设 的 例子 中 ， 利 用 5 种 
不 同 的 基因 调节 蛋白 最 终 形 成 8 种 细胞 类 型 〈G 一 N) 


情况 既 反 映 了 转录 装置 高 度 保守 性 ， 也 反映 了 转录 活性 自身 的 特性 。 我 们 已 经 看 到 ， 多 种 激 
活 蛋白 在 转录 协同 中 对 转录 的 最 终 状态 能 表现 出 比 加 和 效应 更 多 的 影响 ， 而 转录 协同 决定 于 
转录 装置 应 答 多 种 输入 信号 的 能 力 〈 图 7-47)。 看 起 来 似乎 基因 调节 和 蛋白 作用 的 多 功能 组 合 模 
式 对 它们 的 进化 产生 了 严格 的 限制 : 它们 必须 与 其 他 的 基因 调节 蛋白 、 通 用 转录 因子 、RNA 
聚合 酶 全 酶 和 染色 质 修饰 酶 相互 作用 。 
基因 组 合式 调控 的 一 个 重要 结果 就 是 ， 向 细胞 中 增加 一 个 新 基因 调节 和 蛋白 的 影响 将 决定 
于 细胞 过 去 的 历史 ， 因 为 这 个 历史 将 决定 哪个 基因 调节 蛋白 已 经 存在 。 因 此 在 发 育 过 程 中 ， 
细胞 累积 许多 基因 调节 和 蛋白， 它们 起 初 不 需要 改变 基因 表达 。 然 而 ， 当 加 入 基因 调节 蛋白 必 
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需 组 合 中 的 最 后 一 个 成 员 时 ， 调 节 信 息 就 终止 了 ， 导 致 基因 表达 发 生 巨大 的 变化 。 这 种 策略 ， 
我 们 已 经 看 到 ， 有 助 于 解释 向 成 纤维 细胞 加 入 单个 调节 蛋白 质 时 如 何 能 产生 显著 的 转变 ， 
使 成 纤维 细胞 成 为 肌 细 胞 。 它 也 能 解释 第 21 章 讨论 的 细胞 决定 过 程 和 细胞 分 化 过 程 之 间 的 
重 别 一 一 前 者 中 细胞 定型 为 走向 特定 的 发 育 命运 ， 后 者 中 已 定型 的 细胞 表达 其 特 化 的 
特征 。 
单个 基因 调节 蛋白 能 触发 整个 器 官 的 形成 

我 们 已 经 看 到 ， 即 使 组 合式 调控 是 真 核 基因 的 标准 调控 方式 ,但 是 单个 基因 调节 蛋白 如 
果 完 成 了 适当 组 合 的 组 装 ， 就 能 在 打开 或 关闭 一 整套 基因 中 起 决定 性 作用 ， 并 且 我 们 已 经 看 
到 了 这 种 方式 如 何 将 一 种 细胞 类 型 转变 成 另 一 种 细胞 类 型 。 这 个 原理 的 一 个 显著 的 延伸 来 自 
于 对 果 蝇 、 小 鼠 和 人 类 眼睛 发 育 的 研究 。 这 里 有 一 个 基因 调节 蛋白 〈 在 果 蝇 中 称 为 Ey， 在 痛 
检 动 物 中 称 为 Pax-6) 很 关键 。 如 果 在 适当 的 情况 下 表达 ，Ey 能 触发 形成 的 不 只 是 一 种 细胞 
类 型 ， 而 是 整个 器 官 (一 只 眼睛 )， 它 由 不 同类 型 的 细胞 形成 ， 并 全 部 在 三 维 空间 中 正确 组 织 
起 


有 关 Ey 作用 最 显著 的 证 据 来 自 于 在 果 蝇 中 进行 的 实验 ， 将 ey 基因 人 为 地 在 发 育 早 
期 通 成 腿 部 的 一 组 细胞 中 进行 表达 。 这 种 异常 的 基因 表达 导致 在 腿 的 中 央 长 出 眼睛 
(图 7-74)。 果 蝇 的 眼睛 由 数 千 个 细胞 组 成 ， 一 个 调节 蛋白 如 何 协同 组 织 中 全 部 的 指令 是 
发 育 生 和 中 心 主题 。 第 21 章 将 会 讨论 ， 它 涉及 细胞 -细胞 相互 作用 ， 以 及 细胞 内 基 
PAU WAT. 这里， 我 们 注意 Ey 通过 结合 许多 其 他 基因 的 调控 区 域 ， 直接 调控 了 它们 
的 表达 。 这 些 受 Ey 调控 的 基因 有 些 本 身 也 是 基因 调节 蛋白 ,它们 继而 再 调控 其 他 基因 
的 表达 。 此 外 ,这 些 基因 中 有 些 反 过 来 作用 于 ey 自身 ， 从 而 形成 一 个 正 反馈 环 ， 确 保 了 
Ey 贷 白 的 持续 合成 (图 7-75)。 通 过 这 种 方式 ， 仅 仅 一 种 调节 蛋白 的 作用 就 能 打开 大 最 
基因 调节 蛋白 和 细胞 -细胞 相互 作用 机 制 ， 该 机 制 的 作用 导致 形成 许多 组 织 有 序 的 不 同 
类 型 的 细胞 。 可 以 想像 到 一 个 复杂 的 生物 通过 反复 应 用 这 一 原理 ， 是 怎样 一 小 部 分 一 小 
部 分 地 组 建 起 来 。 


(A) 发 育 为 成 体 眼 发 育 为 成 休 ko ®) 
aN OANA ike (红色 表示 表达 ey 基因 的 细胞 ) 


图 7-74 在 腿 的 前 体 细胞 中 表达 果 蝇 ey 基因 导致 在 腿 上 长 出 眼 
人 A) 当 果 蜡 幼虫 或 者 含有 正常 表达 的 ey 基因 (左边 ). 或 者 含有 在 通常 发 育成 腿 部 组 织 的 细胞 内 人 为 地 额外 表达 的 ey 基因 
( 布 边 ) 时 ,显示 其 结果 的 简 图 。(B) 一 条 畸形 朋 的 照片 ,其 上 含有 一 只 错位 的 眼 [(B) 经 Walter Gehring 许可 ] 
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图 7-75 果 蝇 体内 指令 眼 部 发 育 的 基因 调节 蛋白 
toy(twine of eyeless) 和 ey(eyeless) 编 码 类 似 的 基因 调节 蛋白 ，Toy 和 Ey， 它 们 每 个 异 位 表达 时 都 能 引发 眼 部 的 发 
育 。 在 正常 的 眼 部 发 育 过 程 中 ，ey 的 表达 需要 ioy WA, 一旦 Toy 激活 了 Ey 的 转录 ，Ey 就 激活 wo(sine oculis) 和 
eyaCeyes absent) 的 转录 ， 这 两 个 产物 共同 作用 表达 dac(dachshund) 基因 。 如 绿色 箭头 所 示 ， 有 些 基因 调节 蛋白 形 
成 正 反馈 环 ， 它 加 强 了 起 初 向 眼 部 发 育 的 定型 .已 知 Ey 蛋白 直接 结合 参与 眼 部 发 育 的 大 量 目标 基因 ， 包 括 编码 晶 状 
体 晶体 蛋白 《〈 图 7-119)、 视 紫红 质 和 其 他 光 受 体 蛋 白 的 基因 (摘自 T. Czerny et al Mol. Cell 3:297 一 307,1999) 


稳定 的 基因 表达 模式 能 够 传递 到 子 代 细 胞 


- 且 生 物体 中 的 一 个 细胞 分 化 成 特定 的 细胞 类 型 ， 它 一 般 就 以 那 种 方式 保持 分 化 状态 ， 
如 果 它 发 生 分 裂 ， 它 的 子 细胞 就 会 继承 相同 的 分 化 特征 。 例 如 ， 肝 细胞 、 色 素 细胞 和 内 皮 细 
胞 〈 讨 论 见 第 22 章 ) 在 个 体 生命 中 分 裂 许 多 次 。 这 就 意味 着 一 个 分 化 细胞 特异 的 基因 表达 模 
式 必 须 被 记忆 并 经 由 随后 进行 的 细胞 分 裂 传递 到 后 代 细胞 中 。 

我 们 已 经 讨论 了 多 个 确保 子 细胞 能 “ 记 住 ” 它 们 最 终 将 成 为 的 细胞 类 型 的 方式 。 最 简单 
的 一 种 是 通过 正 反馈 环 [图 7-68、 图 7-72(B) 和 图 7-75]。 这 里 有 一 个 重要 的 基因 调节 蛋白 激活 
它 自身 基因 以 及 其 他 细胞 类 型 特异 基因 的 转录 (直接 地 或 间接 地 )。 图 7-67 中 显示 的 简单 转 
变 开关 是 这 种 规则 的 一 种 变化 形式 : 通过 抑制 其 自身 阻 过 蛋白 的 表达 ， 一 个 基因 产物 间接 地 
激活 并 维持 它 自身 的 表达 。 真 核 生 物 中 另外 一 个 非常 不 同 的 维持 细胞 类 型 的 方式 是 通过 染色 
质 结构 从 亲 代 细胞 向 子 代 的 忠实 传递 ， 这 些 已 在 第 4 章 讨论 。 一 旦 基因 调节 蛋白 规定 了 一 种 
分 化 细胞 类 型 ， 就 可 以 通过 将 未 表达 的 基因 包装 成 更 紧密 的 染色 质 ， 并 将 该 染色 质 做 上 “ 沉 
默 ”标记 来 加 强 发 育 决定 〈 图 4-35)。 活 路 转录 的 基因 也 能 以 相同 的 机 制作 上 标记 和 进行 传 
递 。 基 因 组 选 定 区 域 包装 成 凝聚 的 染色 质 是 一 种 细菌 所 不 具备 的 基因 调控 机 制 ， 据 认为 它 使 
真 核 细胞 经 历 很 多 世代 以 后 仍然 特别 稳定 地 维持 基因 表达 模式 。 这 种 稳定 性 对 于 多 细胞 生物 
特别 关键 ， 因 为 在 多 细胞 生物 中 单个 细胞 中 异常 表达 的 基因 能 对 整个 生物 体 发 育 产生 影响 深 
远 的 后 果 。 

如 果 基因 表达 模式 的 维持 决定 于 染色 质 包装 模式 ， 那 么 这 种 染色 质 构 型 如 何 从 一 个 细胞 
传递 到 它 的 细胞 中 呢 ? 第 4 章 已 经 讨论 了 一 些 可 能 的 机 制 〈 图 4-48) 。 有 一 个 通用 的 机 制 依赖 
于 看 白质 对 DNA 的 协同 性 结合 〈 图 7-76) 。 当 细胞 复制 DNA 时， 每 条 DNA 链 都 能 继承 一 份 
结合 在 原来 DNA 双 螺 旋 特 定 区 段 上 的 蛋白 质 分 子 ， 这 些 继承 得 到 的 分 子 接着 能 招募 新 合成 
的 分 子 ， 在 每 个 子 细胞 中 重建 出 起 初 的 染色 质 复 合体 的 一 份 完整 拷贝 。 这 种 细胞 记忆 机 制 可 
以 基于 特殊 基因 调节 蛋白 的 协同 性 结合 ， 或 者 是 普通 染色 质 结构 组 分 的 协同 性 结合 ， 或 者 这 
两 类 分 子 共同 作用 。 因 此 ， 特 殊 基 因 调 节 和 蛋白 最 初 的 某 种 结合 模式 能 起 始 形成 一 种 染色 质 凝 
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聚 模式 ， 并 随后 将 这 种 模式 维持 起 来 。 


未 激活 的 基因 活跃 的 基因 
== merna 
DNA 复制 onae N 
wenan | 一 s f ERANG 
游离 重 白 
两 个 子 基 因 均 是 未 激活 的 两 个 子 基因 均 是 活跃 的 


图 7-76 DNA 复制 期 间 基因 表达 状态 得 以 直接 遗传 的 一 般 体系 
在 此 假设 的 模型 中 ， 协 同 结合 的 染色 体 蛋 白质 簇 的 一 部 分 直接 从 亲 代 DNA 双 螺 旋 〈 左 上 ) 转移 到 两 个 子 代 
螺旋 中 。 遗 传 得 到 的 蛋白 质 簇 然 后 引起 每 个 子 代 DNA 螺旋 结合 相同 蛋白 质 的 其 他 拷贝 。 因 为 结合 是 协同 的 ， 
所 以 从 缺少 结合 蛋白 的 相同 亲 代 DNA 螺旋 〈 右 上 ) 合成 得 到 的 DNA 上 仍然 无 结合 蛋白 。 如 果 结 合 蛋 白 关闭 
基因 转录 ,那么 无 活性 的 基因 状态 将 直接 遗传 ， 如 图 所 示 。 如果 结 合 蛋白 激活 了 转录 ， 那 么 活跃 的 基因 状态 
就 将 直接 遗传 《未 显示 )。 当 协同 的 蛋白 结合 需要 特殊 DNA 序列 时 ， 这 些 事件 将 限制 在 特定 基因 调控 区 发 
生 ; 然而 ， 如 果 结 合 能 沿 染色 体 扩展 ， 那 么 就 可 以 解释 与 第 4 章 讨论 的 可 遗传 染色 质 状态 关联 的 扩散 效应 ， 
虽然 虱 白 质 都 描绘 成 一 样 的 ， 但 相同 的 原理 也 能 解释 不 同 蛋白 质 组 合 协同 组 装 如 何 能 够 稳定 地 扩散 


然而 细胞 记忆 采取 的 另 一 种 策略 基于 染色 质 蛋 白 酶 催化 修饰 的 自我 增殖 模式 〈 我 们 在 第 
4 章 看 到 过 )， 或 者 甚至 是 DNA 自身 ， 这 一 点 我 们 将 在 后 面 解释 。 但 是 首先 我 们 更 仔细 地 看 
一 个 特殊 的 例子 ， 其 中 细胞 记忆 明显 地 涉及 染色 质 结构 的 改变 。 


染色 质 结构 中 广泛 的 染色 体 改变 可 以 遗传 


第 4 章 我 们 看 到 染色 质 状态 是 可 以 遗传 的 ， 并 且 它 们 可 以 用 于 建立 和 保存 跨 过 DNA 很 
长 距离 和 经 过 许多 细胞 世代 的 基因 表达 模式 。 这 种 染色 质 组 织 长 程 效应 的 一 个 显著 例子 存在 
于 哺乳 动物 中 ， 在 这 里 整 条 染色 体 的 染色 质 结构 变化 用 于 调节 这 条 染色 体 上 全 部 基因 的 表达 。 

雄性 和 上 肉 性 的 性 染色 体 不 同 。 肉 性 有 两 条 X 染色 体 ， 而 雄性 有 一 条 X 和 一 条 Y 染色体。 
结果 肉 性 细胞 所 含 X 染色 体 拷贝 数目 是 雄性 细胞 的 2 倍 。 在 哺乳 动物 中 ，X 和 YY 染色 体 的 基 
因 含 量 存在 根本 性 的 差别 :X 染色 体 很 大 ， 含 有 1000 多 个 基因 ， 而 Y 染色 体 较 小 含有 不 到 
100 个 基因 。 哺 乳 动物 演化 出 一 种 剂量 补偿 机 制 来 平衡 雄性 和 峻 性 之 间 X 染色 体 基因 产物 的 
数量 干扰 剂量 补偿 的 突变 是 致死 的 ， 从 而 证 明 必 须 维持 X 染色体 与 常 染 色 体 〈 非 性 染色 
体 ) 基因 产物 的 比率 。 

在 哺乳 动物 中 通过 失 活 肉 性 体 细胞 中 的 一 条 X 染色 体 的 转录 来 实现 剂量 补偿 ， 这 个 过 程 
称 为 X 染 色 体 失 活 。 在 肉 性 胚胎 发 育 早 期 ， 此 时 它 由 几 千 个 细胞 组 成 ， 每 个 细胞 中 的 两 条 X 
染色 体会 有 一 条 高 度 凝 聚 成 一 种 异 染 色 质 。 间 期 细胞 中 凝聚 的 X 染 色 体能 在 光学 显微镜 下 容 
易 地 观察 到 ， 它 最 初 被 称 为 巴 氏 小 体 ， 位 于 核 膜 附近 。 作 为 X 染 色 体 失 活 的 结果 ， 两 条 X 染 
色 体能 够 共存 于 接触 着 相同 转录 调节 蛋白 的 同一 细胞 核 中 ， 但 是 它们 的 表达 情况 完全 不 同 。 

最 初 失 活 哪 一 条 X 染色 体 的 选择 ， 是 从 母 代 细胞 继承 的 那 条 〈Xm) 还 是 从 父 代 细胞 继 


承 的 那 条 〈Xp)， 是 随机 进行 的 。 一 旦 Xm 或 Xp 已 经 失 活 ， 那 么 在 该 细胞 及 其 后 代 随 后 进行 
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的 所 有 细胞 分 裂 中 ， 它 都 保持 沉默 ， 这 表明 经 过 许多 轮 DNA 复制 和 减 数 分 裂 ， 仍 然 忠实 地 
维持 着 失 活 状态 。 由 于 X 染色 体 失 活 是 随机 的 ， 并 在 已 经 有 几 千 个 细胞 形成 胚胎 之 后 才 进 
行 ， 所 以 每 个 峻 性 个 体 是 沉默 了 或 者 Xp 或 者 Xm 的 细胞 克隆 群 组 成 的 赃 合 体 (图 7-77)。 这 
些 克隆 群 在 成 年 动物 中 成 小 串 分 布 ， 因 为 姐妹 细胞 倾向 于 在 发 育 后 期 保持 紧 靠 在 一 起 。 例 如 
在 有 些 肉 猫 中 ，X 染色 体 失 活 导致 产生 红色 和 黑色 “人 龟 过 ”被 毛 颜 色 。 在 这 些 猫 的 体内 ， 一 
条 X 染 色 体 携带 一 个 产生 红色 毛色 的 基因 ， 另 一 个 X 染色 体 携带 同一 基因 的 等 位 基因 ， 导 致 
产生 黑色 毛色 ; 正 是 随机 的 X 染色 体 失 活 导致 形成 两 种 不 同 颜色 区 域 的 细胞 。 与 肉 性 不 同 ， 
这 种 基因 品种 的 雄 猫 要 么 是 全 红 要 么 是 全 黑 ， 全 由 它 从 母亲 继承 得 到 的 是 哪 条 X 染色 体 决 
定 。 虽 然 经 过 数 千 次 细胞 分 裂 以 后 仍然 维持 着 X 染色 体 失 活 ， 但 并 不 是 永久 性 的 。 尤 其 是 在 
形成 生殖 细胞 时 会 发 生 北 转 ， 这 样 所 有 的 单 倍 体 卵 母 细胞 含有 一 条 活路 的 X 染色 体 ， 并 能 够 
表达 X 染色 体 相关 的 基因 产物 。 


早期 胚胎 中 的 细胞 
x, x, 


"ERE BLA HE IRIX I S KAE 


染色 体 凝 缩 模式 的 直接 继承 


| 


| | 
IR CEBE BARIN MEREK 


在 这 个 克隆 中 只 有 X。 是 活跃 的 在 这 个 克隆 中 只 有 X, 是 活跃 的 


图 7-77 X 染 色 体 失 活 
METEN HL ah On PREEK SCI X 染色 体 的 克隆 遗传 


整 条 染色 体 是 如 何 失 活 的 呢 ? X 染色体 失 活 起 始 于 单个 位 点 并 从 此 处 扩展 开 ， 这 个 位 点 
位 于 X 染色 体 中 央 ， 称 为 X 染色 体 失 活 中 心 (XIC) 。 从 XIC 取出 的 一 部 分 X 染色 体 与 常 染 
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色 体 融 合 ， 就 不 会 失 活 。 相 比 之 下 ， 与 失 活 X 染色 体 的 XIC 融合 的 常 染 色 体 发 生 转录 沉默 。 
因而 可 以 将 XIC (一 段 将 近 10° BARA DNA 序列 ) 看 作 是 一 个 巨大 的 调节 元 件 ， 它 是 异 
染色 质 形成 的 起 点 ， 并 促进 它 沿 整 条 染色 体 双 向 延伸 。XIC 中 编码 了 一 种 不 常见 的 RNA 分 
子 ，XIST RNA， 它 只 在 失 活 的 X 染色 体 中 表达 ， 并 且 其 表达 对 于 X 染色 体 失 活 是 必需 的 。 
XIST RNA 并 不 翻译 成 蛋白 质 ， 而 是 保留 在 核 内 ， 最 终 将 失 活 的 X 染色 体 包 被 起 来 。XIST 
RNA 从 XIC 跨越 整 条 染色 体 进 行 延 伸 与 基因 沉默 的 扩展 有 关 ， 表 明 XIST RNA 参与 了 异 染 
色 质 的 形成 和 延伸 〈 图 7-78) 。 除 含有 XIST RNA 以 外 ，X 染色 体 的 异 染色 质 还 表现 出 其 他 
特征 ， 包 括 拥 有 组 蛋白 2A 的 一 种 特殊 变 体 ， 组 蛋白 H3 和 H4 的 乙酰 化 水 平 低 ， 组 蛋白 H3 
一 个 特定 位 点 上 发 生 甲 基 化 ， 以 及 所 含 DNA 发 生 甲 基 化 ， 这 个 话题 我 们 将 在 下 面 讨论 。 有 
可 能 所 有 这 些 特征 使 得 失 活 的 K 染色 体 常常 能 抵制 转录 。 


SESE, 


图 7-78 ”哺乳 动物 的 X 染色 体 失 活 
XX 染 色 体 失 活 开始 于 从 XIC OX 染色 体 失 活 中 心 ) 基因 座 合成 XIST CX 染色 体 失 活 特异 转录 物 )。 
XIST RNA 与 X 染色 体 结合 同 染色 体 雍 缩 有 关 。XIST 的 结合 与 染色 体 凝 缩 都 从 XIC 基因 座 逐 渐 向 外 朝 
染色 体 末 端 移动 。 有 关 此 过 程 如 何 进行 的 细节 还 有 待 研究 


哺乳 动物 X 染色 体 的 许多 特征 仍然 有 待 发 现 。 最 初 是 如 何 决 定 将 哪 条 X 染色 体 失 活 的 ? 
又 是 什么 机 制 防止 了 其 他 X 染色 体 也 被 失 活 ? XIST RNA 是 怎样 协调 异 染色 质 形成 的 ? 失 活 
的 染色 体 经 过 很 多 次 细胞 分 裂 后 又 是 怎样 维持 的 ? 我 们 才刚 刚 了 解 对 于 我 们 人 类 自身 这 个 物 
种 的 生存 很 关键 的 这 个 基因 调控 机 制 。 

MEDEE X 染色 体 失 活 是 有 性 生殖 生物 解决 剂量 补偿 问题 的 唯一 方式 。 在 果 蝇 中 ， 雄 
性 细胞 中 的 单条 X 染色 体 上 全 部 基因 的 转录 水 平 比 肉 性 细胞 中 单条 X 染色 体 的 基因 高 2 倍 。 
雄性 X 染 色 体 的 染色 质 结构 改变 导致 雄性 特异 的 转录 “上 调 "。 对 于 在 哺乳 动物 中 ， 这 种 改 
变 涉及 一 种 特殊 RNA 分 子 与 X 染色 体 的 结合 ; 然而 在 果 蝇 中 ， 与 X 染色 体 结合 的 RNA 增 
加 了 基因 活性 而 不 是 阻 过 了 它 的 活性 。 雄 性 X 染色 体 也 具有 组 蛋白 乙酰 化 的 特殊 模式 ， 它 可 
能 有 助 于 吸引 转录 装置 到 这 条 染色 体 上 来 (图 4-35 和 图 7-46). 
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在 线虫 中 通过 另 一 种 策略 来 实现 剂量 补偿 。 这 里 两 种 性 别 分 别 是 雄性 (有 一 条 XX 染色 
体 ) 和 雌性 同体 《有 两 条 X 染色 体 )。 通 过 肉 雄 同体 细胞 中 两 条 X 染色 体 每 条 转录 都 “下 调 ” 
1 倍 来 实现 剂量 补偿 。 这 一 点 的 实现 是 由 于 雁 雄 同体 的 X 染色 体 整体 结构 发 生 了 大 范围 改变 
(图 7-79)。 这 些 变化 涉及 X 染色 体 特 异 的 蛋白 质 组 装 ， 其 中 有 些 是 共有 的 凝聚 蛋白 ， 它 们 在 
有 丝 分 裂 过 程 中 帮助 凝聚 染色 体 (图 4-56 和 图 18-3). 


Tpm 


图 7-79 剂量 补偿 蛋白 在 线虫 峻 雄 同体 (XX) 细胞 核 的 X 染色 体 上 的 定位 
图 片 中 可 看 到 许多 来 自发 育 胚胎 的 细胞 核 。 用 DNA 嵌入 染料 DAP1 将 全 部 DNA 染 成 蓝 色 ， 用 偶 联 上 荧光 染料 的 
抗 Sde-2 抗体 将 Sde-2 蛋白 染 成 红色 。 该 实验 显示 Sdc-2 蛋白 只 与 有 限 的 一 组 染色 体 结合 ， 经 其 他 实验 鉴定 后 是 两 
条 X 染色 体 ，Sdc-2 沿 全 长 的 X 染色 体 结合 ， 并 吸引 其 他 蛋白 质 ， 包 括 凝 束 看 白 类 似 复合 物 ， 形 成 这 些 染 色 体 完 
束 的 特殊 结构 (摘自 H. E. Dawes et al., Science 284; 1800~1804, 1999, © AAAS) 


虽然 哺乳 动物 、 果 蜗 和 蠕虫 实现 剂量 补偿 的 策略 不 同 ， 但 它们 都 涉及 整个 X 染色 体 结构 
的 改变 。 有 可 能 在 进化 中 ， 为 了 克服 有 性 生殖 动物 在 基因 调控 中 遇 到 的 高 度 特异 性 问题 ， 改 
变 并 利用 了 染色 体 结构 的 一 般 特 征 。 


DNA 甲 基 化 模式 在 峭 椎 动物 细胞 分 裂 时 可 以 遗传 


到 此 为 止 ， 我 们 已 经 着 重 讨论 了 蛋白 质 与 特异 DNA 序列 联合 进行 的 基因 转录 调控 
而 DNA 自身 可 以 发 生 共 价 修饰 ， 在 下 面 的 部 分 我 们 将 看 到 这 种 修饰 也 为 基因 表达 提供 了 调 
节 机 会 。 在 兰 椎 动物 细胞 中 胞 喀 啶 甲 基 化 似乎 提供 了 一 种 区 分 活性 基因 和 非 活性 基因 的 重要 
机 制 。 胞 喀 啶 的 甲 基 化 形式 ，5- 甲 基 胞 喀 啶 (5- 甲 基 C) 和 胞 喀 啶 的 关系 与 胸腺 喀 啶 和 尿 喀 喧 
的 关系 相同 ， 并 且 这 种 修饰 同样 对 碱 基 配 对 没有 影响 (图 7-80)。 痛 椎 动物 DNA 中 的 甲 基 化 


限制 在 CG 序列 的 胞 喀 啶 〈C) 核 苷 酸 上 ， 这 个 序列 恰 

恰 与 DNA 双 螺旋 另 一 条 链 上 的 CG 序列 配对 (方向 相 S-P AE pN BE 
反 )。 因 此 ， 存 在 一 种 简单 的 机 制 使 现 有 的 DNA 甲 基 Swe" 
化 模式 直接 由 子 代 DNA 链 继承 。 一 种 维持 甲 基 化 转移 ne 
MRE FAP ERY CG 配对 的 CG 序列 上 。 结 Wart of 
果 ， 亲 代 DNA 链 上 DNA 甲 基 化 模式 为 子 代 DNA 链 A Nr 


甲 基 化 提供 了 模板 ， 导 致 这 种 模式 随 DNA 复制 后 直接 
遗传 下 去 (图 7-81)。 

DNA 甲 基 化 模式 的 稳定 遗传 可 以 由 维持 DNA 甲 
基 化 转移 酶 解释 。 然 而 DNA 甲 基 化 模式 在 背 椎 动物 
的 发 育 期 间 是 动态 变化 的 。 在 受精 后 不 久 ， 会 发 生 整 


7-80 DNA 双 螺 旋 中 胞 喀 啶 碱 基 甲 
基 化 形成 5- 甲 基 胞 喀 啶 

在 脊椎 动物 中 该 事件 只 限于 在 经 过 选择 的 CG 
序列 中 的 胞 喀 啶 核 音 酸 上 发 生 
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图 7-81 DNA 甲 基 化 模式 如 何 忠实 地 遗传 
FEHR) DNA 中 CG 序列 上 大 部 分 胞 喀 啶 核 苷 酸 都 甲 基 化 〈 图 7-80), ， 巾 于 甲 基 指 导 的 甲 基 化 酶 〈 维 持 中 基 转 移 酶 ) 的 
存在 ， 一 旦 确立 了 一 种 DNA 甲 基 化 模式 ， 每 个 甲 基 化 位 点 就 会 在 后 代 DNA 中 遗传 ， 如 图 所 示 


个 基因 组 范围 的 去 甲 基 化 ， 此 时 大 多 数 甲 基 从 DNA 丢失 。 这 种 去 甲 基 化 的 进行 可 以 是 通 
过 抑制 维持 DNA 甲 基 转 移 酶 的 活性 ， 从 而 每 轮 DNA 复制 期 间 甲 基 发 生 被 动 的 丢失 ， 或 者 
是 通过 特殊 的 去 甲 基 化 酶 的 作用 。 在 发 育 晚期 ， 当 胚胎 植 和 子宫 壁 时 ， 由 多 个 修饰 特定 未 
甲 基 化 CG 双核 苷 酸 的 从 头 DNA 甲 基 转移 酶 建立 新 的 甲 基 化 模式 。 一 旦 建立 了 新 甲 基 化 模 
式 ， 它 们 就 能 经 过 多 轮 DNA 复制 由 维持 甲 基 转 移 酶 进行 传递 。 维 持 或 者 从 头 甲 基 转移 酶 
发 生 突变 都 将 导致 小 鼠 的 早期 胚胎 死亡 ， 表 明 建 立 和 维持 正确 的 甲 基 化 对 于 正常 发 育 是 关 
键 的 。 


脊椎 动物 利用 DNA 甲 基 化 将 基因 锁定 在 沉默 状态 


ERREZI, RA DNA 甲 基 化 主要 位 于 基因 组 转录 沉默 区 域 。 例 如 ， 失 活 的 X 染色 
体 或 某 些 组 织 中 失 活 的 基因 ， 从 而 表明 它 在 基因 沉默 中 起 作用 。 浓 椎 动物 细胞 含有 一 个 结合 
甲 基 化 DNA 的 蛋白 质 家 族 。 这 些 DNA 结合 蛋白 质 继 而 与 染色 质 重建 复合 体 和 组 蛋白 脱 乙酰 
化 酶 相互 作用 ， 它 们 凝聚 染色 质 ， 使 染色 质 转录 失 活 。 即 便 如 此 ，DNA 甲 基 化 不 足以 提供 基 
因 失 活 的 信号 ， 下 面 的 例子 将 证 明 这 些 。 在 体外 利用 去 甲 基 化 和 甲 基 化 DNA 的 细菌 蛋白 ， 
可 以 制备 完全 甲 基 化 和 完全 去 甲 基 化 的 编码 肌肉 特异 的 肌 动 蛋白 基因 的 质粒 DNA。 当 这 样 的 
两 个 质粒 引入 培养 的 肌肉 细胞 后 ， 甲 基 化 的 质粒 与 未 甲 基 化 的 质粒 会 以 相同 的 高 速率 转录 。 
而 且 在 正常 发 育 过 程 中 ， 如 果 一 个 沉默 ， 甲 基 化 的 基因 被 打开 ， 只 有 在 该 基因 转录 一 段 时 间 
以 后 才 发 生 甲 基 化 丢失 。 最 后 ， 在 X 染色 体 失 活 期 间 ， 凝 缩 和 沉默 在 DNA 甲 基 化 水 平 增加 
以 前 进行 。 这 些 结果 都 表明 甲 基 化 加 强 了 起 初 由 其 他 机 制 建立 的 转录 阻 过 。DNA 甲 基 化 似乎 
在 脊椎 动物 中 主要 用 于 确保 一 旦 基因 关闭 以 后 ， 它 能 完全 保持 关闭 状态 〈 图 7-82) 。 

为 了 检验 在 一 种 消 椎 动物 细胞 类 型 中 高 水 平 转录 的 一 段 DNA 序列 是 否 在 另 一 种 细胞 类 
型 中 无 论 如 何 都 会 转录 ， 所 设计 的 实验 已 经 表明 在 两 种 细胞 类 型 中 基因 转录 速率 相差 可 超过 
10" 倍 。 因 此 就 转录 而 言 ， 肴 椎 动物 中 未 表达 的 基因 比 细菌 中 未 表达 的 基因 更 少 会 发 生 “ 渗 
漏 ”， 已 知 在 细菌 中 表达 和 未 表达 基因 状态 之 间 最 大 的 转录 速率 差别 大 约 是 1000 4%. PERE BH 
物 未 表达 基因 的 DNA 甲 基 化 以 及 因 之 产生 的 染色 质 结构 变化 ， 至 少 导致 产生 了 这 些 差别 中 


的 一 部 分 。 每 个 脊椎 动物 细胞 中 正常 情况 下 完全 关闭 的 成 千 上 万 的 基因 发 生 “ 渗 漏 ”转录 可 
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基因 调控 蛋白 ”通用 转录 因子 


基因 调控 蛋白 丢失 
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图 7-82 DNA 甲 基 化 如 何 关闭 基因 
基因 调节 蛋白 和 通用 转录 装置 在 活性 启动 子 附近 的 结合 ， 可 能 通过 排除 从 头 甲 基 化 酶 阻止 了 DNA 的 甲 基 
化 。 然 而 ， 如 果 大 多 数 这 些 蛋白 质 与 DNA 解 离 ， 正 如 细胞 不 青 合成 所 需 的 激活 蛋白 时 通常 会 发 生 的 那 
样 ，DNA 就 发 生 甲 基 化 ， 使 其 他 蛋白 质 能 够 结合 ， 这 些 蛋白 质 通过 进一步 改变 染色 质 结构 完全 关闭 基因 
《图 7-49) 


能 是 缺乏 维持 DNA 甲 基 转 移 酶 的 小 鼠 中 早期 胚胎 死亡 的 原因 。 

转录 沉默 在 硝 椎 动物 基因 组 中 对 于 抑制 转 座 元 件 的 扩散 也 特别 重要 (图 4-17)。 尽 管 编码 
序列 只 占 典型 消 椎 动物 基因 组 的 几 个 百分点 ,但 转 座 元件 几 乎 能 占 这 些 基因 组 的 一 半 。 我 们 
在 第 5 章 看 到 过 ， 转 座 元 件 能 够 自我 拷贝 并 将 这 些 拷贝 插入 基因 组 其 他 位 置 ， 就 有 可 能 打 断 
基因 或 者 重要 的 调节 序列 。 通 过 阻止 转 座 元 件 的 转录 ，DNA 甲 基 化 限制 了 它们 的 散播 ， 因 而 
维持 了 基因 组 的 完整 性 。 除 了 这 些 不 同 的 用 处 之 外 ，DNA 甲 基 化 也 至 少 是 一 类 特殊 类 型 的 细 
胞 记忆 所 必需 的 ， 我 们 下 面 接着 讨论 。 
基因 组 印迹 需要 DNA 甲 基 化 

哺乳 动物 细胞 是 二 倍 体 ， 含 有 分 别 从 父亲 和 母亲 遗传 下 来 的 一 套 基因 。 在 少数 情况 下 发 
现 一 个 基因 的 表达 决定 于 它 是 从 父亲 还 是 从 母亲 遗传 得 到 ， 这 个 现象 称 为 基因 组 印记 。 胰 岛 


素 类 似 生 长 因子 -2 的 基因 Ug f2) 就 是 印记 基因 的 一 个 例子 。Jg 户 为 出 生前 的 生长 所 需 ， 
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不 表达 Tg f2 的 小 鼠 出 生 时 大 小 是 正常 小 鼠 的 一 半 。 只 有 父 源 的 Igf2 的 小 鼠 出 生 时 大 小 是 正 
常 小 鼠 的 一 半 。 只 有 父 源 的 Tg f2 拷贝 发 生 了 转录 ， 结 果 父 源 Igf2 基因 有 一 个 突变 的 小 鼠 就 
变 得 短小 ， 而 母 源 Ig f2 有 缺陷 的 小 鼠 却 是 正常 的 。 

在 生殖 细胞 形成 的 过 程 中 ， 发 生 印记 的 基因 由 甲 基 化 根据 它们 是 存在 于 精子 还 是 卵细胞 
中 进行 标记 。 通 过 这 种 方式 父 源 基因 随后 可 以 在 胚胎 中 识别 ; 因此 甲 基 化 被 用 作 标记 来 区 分 
一 个 基因 的 两 个 拷贝 ， 而 它们 在 其 他 情况 下 是 相同 的 〈 图 7-83)。 由 于 受精 后 不 久 发 生 的 去 甲 


LD 


| 种 


后 代 体 细胞 后 代 体 细胞 


图 7-83 小 鼠 中 的 印记 
图 的 上 部 分 显示 了 位 于 体 细胞 中 的 一 对 同 源 染 色 体 ， 分 别 来 自 两 只 成 年 小 鼠 ， 一 只 雄 鼠 和 一 只 肉 鼠 。 本 例 中 ， 两 只 鼠 
都 从 它们 的 父亲 继承 了 上 面 的 同系 物 ， 从 母亲 继承 了 下 面 的 同系 物 。 发 生 印 记 〈 用 橙色 表示 ) 的 父 本 拷贝 甲 基 化 ， 这 
样 就 阻止 它 的 表达 。 相 同 基因 (黄色 ) 的 母 源 拷 贝 则 发 生 表达 。 图 的 剩余 部 分 显示 了 这 两 只 鼠 杂交 的 结果 。 在 减 数 分 
裂 和 形成 生殖 细胞 的 过 程 中 ， 起 初 消除 印记 ， 然 后 重新 恢复 图 的 中 间 部 分 )。 在 崔 鼠 产生 的 卵子 中 ，A 基因 任何 一 个 
等 位 基 央 都 不 甲 基 化 。 在 雄 鼠 产生 的 精子 中 ，A 基因 两 个 等 位 基因 都 甲 基 化 。 图 的 底部 显示 的 是 后 代 鼠 可 能 继承 的 两 
种 印记 模式 ;左边 的 小 鼠 具 有 与 父母 任何 一 个 都 相同 的 印记 模式 ， 而 右边 的 小 鼠 则 具有 相反 的 模式 。 如 果 A 基因 的 两 
个 等 位 基因 不 同 ， 这 些 不 同 的 印记 模式 能 引起 后 代 小 鼠 中 表 型 的 差别 ， 即 便 它 们 确实 携带 了 A 基因 这 两 个 等 位 基因 的 
相同 DNA 序列 。 印 记 是 经 典 遗 传 行为 的 一 个 重要 例外 情况 ， 据 认为 有 100 多 个 小 鼠 基 因 以 这 种 方式 受到 影响 。 然 而 大 
多 数 小 鼠 基 因 未 发 生 印记 ， 因 而 备 德 尔 遗 传 定律 适用 于 小 鼠 基因 组 的 大 部 分 
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基 化 波 不 影响 印记 基因 ， 所 以 这 个 标记 使 体 
细胞 能 “ 记 住 ”该 基因 两 个 拷贝 中 的 父 源 找 
贝 ， 并 据 此 调节 它们 的 表达 。 在 大 多 数 情况 
下 ， 甲 基 化 印记 利用 图 7-82 所 示 的 机 制 使 周 
围 的 基因 发 生 沉默 。 然 而 有 些 情况 下 ， 甲 基 
化 印记 能 激活 基因 的 表达 。 对 于 Ig f2 而 言 ， 
例如 ， 父 源 染 色 体 上 一 个 绝缘 子 元 件 〈 图 7- 
61) 发 生 甲 基 化 而 阻 断 其 功能 ， 并 使 远 处 的 
增强 子 能 够 激活 Ig (2 基因 的 转录 。 在 母 源 染 
色 体 上 ,绝缘 子 不 被 甲 基 化 ， 因 而 Ig f2 不 发 
生 转 录 (图 7-84)。 

印记 是 后 生 遗 传 的 一 个 例子 ， 也 就 是 指 
非 DNA 核 苷 酸 序列 改变 产生 的 可 遗传 的 表 型 
BE, WASTER ICR ET. TEE 
椎 动物 中 ， 它 只 限于 胎盘 哺乳 动物 ， 并 且 所 
有 的 印记 基因 都 参与 胎儿 发 育 。 一 种 观点 认 
为 印记 反映 了 在 进化 竞争 中 产生 更 大 后 代 的 
雄性 和 限制 后 代 大 小 的 肉 性 之 间 的 妥协 。 不 
论 印迹 的 目的 可 能 是 什么 ， 它 提供 了 一 个 令 


ene. 
2 cTCF YS, 
A x 
母 源 染 色 体 
BRERA METTE 增强 子 
—— Ve 
Cy 父 源 染 色 体 


AP 基因 。” 绝缘 子 元 件 增强 子 


图 7-84 NR Ig 2 基因 印记 机 制 
在 从 难 鼠 继承 得 到 的 染色 体 上 ， 一 种 称 作 CTCF 的 蛋白 质 
结合 一 个 绝缘子 。 (图 7-61) 从 而 阻 断 了 增强 子 〈 绿 色 ) 
和 lgf2 基因 CEB) 之 间 的 通讯 。 因 而 Te 2 在 从 母 代 遗 
传 的 染色 体 中 不 表达 。 因 为 存在 印记 ， 从 雄 鼠 继承 的 染色 
体 上 的 绝缘 子 甲 基 化 ， 这 样 通过 阻 断 CTCF 蛋白 的 结合 而 
使 绝缘 子 失 活 ， 并 允许 增强 子 激 活 Igf2 基因 的 转录 。 在 
其 他 印记 的 例子 中 ， 甲 基 化 通过 干扰 基因 转录 所 需 蛋 白质 
的 结合 来 阻 断 基因 表达 ， 受精 后 由 合子 继承 的 染色 体 上 甲 
基 化 模式 〈 印 记 ) 在 后 代 中 通过 维持 甲 基 转 移 酶 进行 维护 
(图 7-81) 


人 吃惊 的 证 据 ， 表 明 DNA 除 核 苷 酸 序列 以 外 的 其 他 特征 也 可 以 遗传 。 
哺乳 动物 中 CG 岛 大 约 与 20 000 个 基因 相连 

由 于 DNA 修复 酶 发 挥 功 能 的 方式 ， 基 因 组 中 甲 基 化 的 胞 喀 啶 核 背 酸 在 进化 过 程 中 倾向 
于 被 清除 掉 。 未 甲 基 化 的 胞 喀 啶 发 生 偶然 的 脱 氨基 会 生成 尿 喀 啶 ， 它 并 非 DNA 中 正常 存在 
的 核 董 酸 ， 因 而 由 DNA MRE, IRERE DNA 糖苷 酶 识别 。 但 是 5- 甲 基 胞 喀 喧 偶尔 脱毛 基 不 
能 以 这 种 方式 得 到 修复 ， 因 为 脱 氨基 产物 是 胸腺 喀 啶 ， 这 样 就 与 DNA 中 其 他 非 突变 产生 的 
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图 7-85 3 种 哺乳 动物 持家 基因 中 围绕 着 启动 子 的 CCR 
黄色 框 表示 每 个 CG 岛 的 范围 。 对 于 哺乳 动物 中 大 多 数 基因 来 说 〈 图 6-25)， 外 显 子 〈 樟 红色 ) 相 
对 于 内 含 子 〈 线 红色 ) 而 言 非常 短 (摘自 A P. Bird, Trends Genet. 3; 342~347, 1987) 


#489. <. 


胸腺 喀 啶 核 苷 酸 难以 区 分 。 尽 管 存在 一 个 专门 的 修复 系统 来 除去 这 些 T 核 


酸 突 变 物 ， 但 是 


许多 脱 氨基 产物 没有 被 发 现 ， 所 以 在 进化 期 间 基因 组 中 那些 甲 基 化 的 C 核 背 酸 倾向 于 突变 


MT. 


生殖 细胞 系 中 的 大 
多 数 CG 序 列 甲 基 化 


霄 椎 动物 DNA 


CG 


图 7-86 解释 脊椎 动物 中 整体 上 显著 缺少 
CG 序列 以 及 它们 簇 集成 CG 岛 的 机 制 
黑 线 标记 DNA 序列 中 CG 二 核 苷 酸 的 位 置 ， 而 
红色 “ 棒 棒 精 ” 表 示 CG 二 核 存 酸 上 的 甲 基 。 
位 于 生殖 细胞 转录 基因 的 调节 序列 中 的 CG 序 
列 未 甲 基 化 ， 因 而 倾向 于 在 进化 中 保留 下 来 。 
另 一 方面 ， 甲 基 化 的 CG 序列 倾向 于 通过 5 甲 基 
胞 哮 啶 脱 氮 后 变 为 胸腺 暑 喧 而 丢失 ， 除 非 该 CG 


在 进化 过 程 中 , 每 4 个 CG 中 有 超过 3 个 以 这 种 
方式 丢失 掉 ， 结 果 使 峭 椎 动物 显著 缺少 这 种 二 核 
酸 。 保留 下 来 的 CG 在 基因 组 中 分 布 非常 不 均匀 ; 它 
们 在 长 1000 一 2000 个 核 背 酸 对 的 称 作 CG 岛 的 特定 区 
域 中 存在 密度 是 平均 密度 的 10 一 20 倍 。 这 些 CG 岛 似 
乎 在 所 有 细胞 类 型 中 都 保持 未 甲 基 化 。 它 们 常常 包围 
着 所 谓 持家 基因 ( 指 那些 编码 了 对 细胞 存活 极为 重要 
的 蛋白 质 因 而 在 大 多 数 细胞 都 表达 的 基因 ) 的 启动 子 
(图 7-85)。 此 外 ， 有 些 组 织 特异 的 基因 〈 编 码 只 在 某 
些 细胞 类 型 中 需要 的 蛋白 质 ) 也 与 CG 岛 关联 在 
一 起 。 

如 果 我 们 假设 脊椎 动物 中 采用 CG 甲 基 化 主要 是 
作为 一 种 维持 DNA 处 于 转录 失 活 状态 (图 7-82 和 图 
7-86) 的 方式 ， 那么 CG 岛 (也 称 作 CpG 岛 ， 以 便 区 
分 CG SAAN CG EIO 的 分 布 也 可 以 得 到 
解释 。 在 脊椎 动物 中 ， 只 有 当 新 的 甲 基 化 C 向 工 的 突 
变 发 生 在 产生 精子 或 卵子 的 生殖 细胞 系 时 ， 才 能 传递 
到 下 一 代 。 在 痛 椎 动物 生殖 细胞 中 大 多 数 DNA 是 失 
活 的 ， 且 高 度 甲 基 化 。 在 漫长 的 进化 时 间 里 ， 这 些 失 
活 区 域 中 甲 基 化 的 CG 序列 ， 可 能 通过 自发 的 脱 氨 基 
事件 且 没有 正确 地 加 以 修复 而 丢失 掉 。 然 而 在 生殖 细 


序列 对 生存 很 关键 胞 系 中 活跃 基因 的 启动 子 保持 未 甲 基 化 ， 因 而 在 它们 
中 间 发 生 C 的 自发 脱 氨基 能 得 到 精确 地 修复 。 这 些 区 
域 在 现今 背 椎 动物 细胞 中 作为 CG 岛 保留 下 来 。 此 外 ， 基 因 组 中 任何 一 个 破坏 了 成 年 个 体 中 
某 个 基因 的 功能 或 调节 的 CG 序列 的 突变 ， 都 将 被 选择 ， 并 且 有 些 CG 岛 只 是 密度 比 关键 CG 
序列 正常 的 密度 更 高 的 结果 。 

哺乳 动物 基因 组 估计 含有 20 000 个 CG 岛 ， 大 部 分 CG 岛 标 记 着 转录 单位 的 5' 端 ， 所 以 
也 可 能 标记 了 基因 的 5 端 。CG 岛 的 存在 常常 提供 了 一 种 方便 的 方法 ， 用 于 鉴定 疹 椎 动物 基 
因 组 DNA 序列 中 的 基因 。 


小 结 


动物 和 植物 中 许多 细胞 类 型 的 产生 ， 大 都 是 通过 使 不 同 的 基因 在 不 同 的 细胞 中 表达 的 机 
制 。 由 于 许多 特 化 的 动物 细胞 能 够 经 过 许多 次 细胞 分 裂 仍然 维持 它们 独特 的 特征 ， 甚 至 在 培 
养 基 中 生长 的 时 候 也 如 此 ， 所 以 参与 产生 这 些 细胞 的 基因 调节 机 制 一 旦 确立 后 就 必须 保持 稳 
定 且 在 细胞 分 裂 的 时 候 可 以 遗传 。 这 些 特征 赋予 细胞 记忆 其 发 育 历程 的 能 力 。 细 菌 和 酵母 提 
供 了 一 种 非常 容易 利用 的 模型 系统 ， 用 于 在 其 中 研究 基因 调节 机 制 。 这 类 机 制 之 一 涉及 两 个 
抑制 彼此 合成 的 基因 调节 蛋白 之 间 竞 争 性 的 相互 作用 ; 这 样 可 以 形成 一 种 转换 开关 ， 在 两 种 
可 选择 的 基因 表达 模式 之 间 改 变 细胞 。 直 接 或 间接 的 正 反 馈 环 使 基因 调节 蛋白 能 够 永久 地 促 
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进 它们 自身 合成 ， 也 提供 了 一 种 通用 的 细胞 记忆 机 制 。 具 有 程序 化 延迟 的 反馈 环 构成 了 细胞 
钟 的 基础 。 

在 真 核 生物 中 ， 基 因 的 转录 通常 受到 基因 调节 蛋白 的 组 合 来 调控 。 有 人 认为 高 等 生物 中 
每 个 细胞 类 型 都 含有 一 种 基因 调节 蛋白 的 特定 组 合 ， 它 确保 了 只 有 这 些 基因 的 表达 对 于 这 类 
细胞 是 合适 的 ， 特 定 的 某 个 基因 调节 蛋白 在 不 同 环境 中 可 能 都 是 活跃 的 并 且 通 常 参与 了 许多 
基因 的 调控 。 

除了 可 扩散 的 基因 调节 蛋白 以 外 ， 遗 传 得 到 的 染色 质 凝 聚 状态 也 被 真 核 生物 用 来 调控 基 
因 表 达 。 一 个 特别 显著 的 例子 就 是 炊 性 哺乳 动物 中 整 条 义 染色 体 的 失 活 。 在 背 椎 动物 中 
DNA 甲 基 化 也 在 基因 调控 中 发 挥 作 用 ， 主 要 用 作 一 种 机 制 来 加 强 最 初 由 其 他 机 制 做 出 的 基因 
表达 的 决定 。DNA 甲 基 化 也 是 哺乳 动物 基因 组 印迹 现象 的 原因 ， 在 此 印迹 中 ， 一 个 基因 的 表 
达 决 定 于 它 是 来 自 母亲 还 是 来 自 父亲 。 


转录 后 调控 


从 理论 上 讲 ， 基 因 表达 所 需 的 每 一 步 又 都 能 受到 调控 。 事 实 上 ， 人 们 可 以 找到 每 种 调控 
类 型 的 例子 ， 尽 管 任何 一 个 基因 都 只 可 能 利用 其 中 的 一 
些 。 基 因 转录 起 始 的 调控 是 大 多 数 基因 的 主要 调控 形式 。 
但 是 其 他 的 调控 能 够 在 从 DNA 到 蛋白 质 途 径 的 后 阶段 发 GRR p RN 
挥 作用 ， 来 调整 所 产生 的 基因 产物 数量 。 转 录 后 调控 在 “其 机 
RNA 涌 合 酶 已 经 结合 到 基因 启动 子 之 后 才 发 挥 作用 ， 虽 。 
然 它 们 不 如 转录 调控 常见 ， 但 是 对 于 许多 基因 来 讲 它们 。 
是 很 关键 的 。 mau 
在 下 面 的 部 分 我 们 根据 一 个 RNA 分 子 在 转录 起 始 以 

后 可 能 经 历 的 事件 的 顺序 ， 按 照 时 间 先后 讨论 各 种 转录 MOM 人 RR 

后 调控 (图 7-87)。 -|= 
转录 弱化 作用 引起 一 些 RNA 分 子 提前 终止 B |} 


在 细菌 中 ， 某 些 基因 的 表达 受到 转录 提前 终止 的 
抑制 ， 这 个 现象 称 为 转录 弱化 。 在 某 些 这 样 的 情况 下 ， 
新 生 的 RNA 链 会 采用 某 种 结构 ， 使 得 这 条 RNA 链 与 anes 
RNA 聚合 酶 以 能 够 中 止 其 转录 的 方式 相互 作用 。 当 需 | 
要 该 基因 产物 时 ， 调 节 蛋 白 结合 到 新 生 的 RNA 链 上 qepa EE 
并 干扰 弱化 作用 ， 从 而 能 够 转录 出 一 条 完整 的 RNA e 
分 子 。 

在 真 核 生物 中 转录 弱化 可 以 通过 不 同 的 机 制 进行 。 
一 个 研究 的 比较 清楚 的 例子 存在 于 HIV (人 类 AIDS 病 “图 7-87 基因 表达 可 能 的 转录 后 调控 
毒 )。 一 旦 该 病毒 整合 到 人 类 基因 组 中 ， 就 由 人 类 细胞 对 于 任何 “个 基因 而 言 ， 这 些 调控 中 可 能 只 
的 RNA 聚合 酶 下 转录 病毒 DNA (图 5-73)。 然 而 ， 宿 We 
主 聚 合 酶 常常 在 整合 完 几 百 核 萌 酸 转录 物 之 后 终止 转录 (由 于 尚 不 清楚 的 原因 )， 因 而 不 
能 有 效 地 转录 出 整个 病毒 基因 组 。 当 病毒 处 于 最 佳 生长 条 件 以 后 ， 就 由 病毒 编码 的 称 作 
Tat 的 蛋白 质 阻止 提前 终止 ， 该 蛋白 质 结合 新 生 的 含有 一 个 凸 出 碱 基 RNA 中 一 种 特殊 的 茎 - 
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起 始 RNA 转 录 


环 结构 。 一 旦 结合 上 这 个 特殊 RNA 结构 以 后 〈 称 作 Tar), Tat 就 与 许多 细胞 蛋白 质 装 配 起 
来 ， 这些 蛋白 质 使 RNA 聚合 酶 能 够 持续 转录 。 这 些 细胞 蛋白 质 至 少 有 一 部 分 的 正常 作用 
是 ， 当 RNA 聚合 酶 转录 正常 的 细胞 基因 时 ， 它 会 防止 暂停 和 提前 终止 。 真 核 基因 常常 含 
有 长 内 含 子 ; 为 了 有 效 地 转录 基因 ，RNA 聚合 酶 本 不 能 在 碰巧 促进 暂停 的 核 苷 酸 序列 位 置 
处 停留 。 因 此 HIV 明显 采用 了 一 种 常见 的 细胞 机 制 ， 使 其 基因 组 转录 能 由 单个 病毒 蛋白 质 
进行 调控 。 


选择 性 RNA 剪接 能 从 同一 个 基因 产生 不 同形 式 的 蛋白 质 


第 6 章 讨论 到 ,许多 真 核 基因 的 转录 物 通过 RNA 剪接 截 短 ， 在 此 过 程 中 内 含 子 序列 从 
mRNA 前 体 中 除去 。 我 们 看 到 一 个 细胞 能 以 不 同 的 方式 剪接 “前 ”转录 物 ， 因 而 能 从 同一 基 
因 产 生 不 同 的 多 肽 链 一 一 这 个 过 程 称 作 选择 性 RNA 剪接 (图 6-27 和 图 7-88) 。 大 部 分 高 等 真 
核 基 因 〈 据 估计 ， 至 少 有 1/3 的 人 类 基因 ) 以 这 种 方式 产生 多 种 蛋白 质 。 

We 当 转 录 物 中 多 个 位 置 上 存在 不 同 的 剪接 可 能 性 
时 ， 单 个 基因 就 能 产生 许多 不 同 的 蛋白 质 。 在 极端 的 


eS 情况 下 ， 一 个 果 蝇 基因 能 通过 选择 性 剪接 从 单个 基因 


合成 多 达 38 000 个 不 同 的 蛋白 质 (图 7-89) ， 虽 然 到 


扩大 性 内 省 目前 为 止 这 些 蛋 白质 中 只 有 一 小 部 分 能 通过 实验 方法 
mm Om Om Om 观察 到 。 考 虑 到 果 蝇 基因 组 有 近 14 000 个 已 鉴定 的 基 
因 ， 很 明显 一 种 生物 的 蛋白 质 复杂 度 可 以 大 大 超过 它 
ERD 的 基因 数量 。 这 个 例子 也 说 明 将 基因 数目 与 生物 复杂 
(eee 度 等 同 的 危险 性 。 例 如 ， 选 择 性 剪接 在 单 细胞 芽 殖 醇 
2 母 中 较 少 发 生 ， 但 在 果 蝇 中 却 很 常见 。 芽 殖 酵母 大 约 
内 部 竟 接 位 点 有 6200 个 基因 ， 其 中 只 有 327 个 能 进行 剪接 并 且 几 
乎 所 有 这 些 剪 接 基因 只 有 一 个 内 含 子 。 如 果 说 果 蝇 的 
! mm eS 基因 数 只 有 酵母 的 2~3 倍 ， 就 会 大 大 低估 了 这 两 个 
基因 组 之 间 复杂 度 的 差别 。 
图 7-88 4 种 选择 性 RNA 剪接 模式 在 有 些 情况 下 出 现 选 择 性 剪接 是 由 于 存在 内 含 子 


i 序列 多 义 性 : 标准 的 去 除 内 含 子 序列 的 剪接 体 机 制 
(1 和 2)。 深 蓝 色 盒 子 标 记 两 个 mRNA 中 都 保 (讨论 见 第 6 章 ) 不 能 区 分 两 个 或 多 个 5 和 3 剪接 位 
全 下 来 的 外 显 子 序列 。 浅 蓝 色 标记 只 在 其 中 点 产生 的 全 部 选择 性 配对 ， 所 以 在 对 不 同 的 转录 物 上 
个 mRNA 中 存在 的 可 能 的 外 显 子 序列 - 这 些 ” 随机 产生 不 同 的 选择 。 哪 里 发 生 这 种 组 成 性 选择 性 前 
盒子 以 红线 相连 来 表示 除去 内 含 子 序 列 (黄色 ) BE, 就 在 表达 该 基因 的 所 有 细胞 中 产生 该 基因 编码 的 
的 地 方 (摘自 A. Andreadis, M. E Gallego, and 多 个 蛋白 质 。 
ENa Gank OT gti. tee HOR F IEPENE RNA 剪接 是 可 调 型 
a 的 调 而 不 是 组 成 性 的 。 在 最 简单 的 例子 中 ， 可 调 型 前 
接 用 于 将 无 功能 蛋白 质 的 合成 转变 为 有 功能 蛋白 质 的 合成 。 例 如 ， 催 化 果 蝇 P 元 件 转 座 的 转 
座 酶 ， 在 生殖 细胞 中 以 有 功能 的 形式 合成 ， 在 果 晶体 细胞 中 则 以 无 功能 的 形式 合成 ， 从 而 使 
P 元 件 能 在 整个 基因 组 扩散 ， 而 不 会 损伤 体 细胞 (图 5-70) 。 经 研究 发 现 转 座 子 活性 的 差别 是 
因为 只 在 生殖 细胞 中 转移 的 转 座 酶 RNA 中 存在 一 个 内 含 子 序列 。 
除 将 有 功能 蛋白 质 的 合成 转变 成 无 功能 蛋白 质 合成 之 外 ，RNA 剪接 的 调控 能 在 不 同 细 胞 类 
型 中 ， 根 据 细胞 的 需要 产生 不 同 版 本 的 蛋白 质 。 例 如 ， 原 肌 球 蛋白 在 不 同类 型 的 细胞 中 以 特定 
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ý AREF, B 外 显 子 C 外 显 子 DAET 
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38 016 种 可 能 的 剪接 方式 之 一 


图 7-89 Ri DSCAM 基因 RNA 转录 物 的 选择 性 剪接 
DSCAM 级 白 是 在 发 育 的 神经 系统 中 帮助 将 生长 锥 引 向 其 正确 发 育 目标 的 轴 突 导向 受 体 ， 最 终 的 mRNA 含有 24 个 外 显 
子 ， 其 中 4 个 〈 用 A、B、C、D 表示 ) 作为 一 组 选择 性 外 显 子 存在 于 DSCAM 基因 中 。 在 每 个 RNA 中 ， 含 有 12 个 可 
选择 外 显 子 A 中 的 一 个 红色 )，48 个 可 选择 外 显 子 B 中 的 一 个 绿色 )，33 个 可 选择 外 显 子 C 中 的 一 个 〈 蓝 色 )，2 
个 可 选择 外 显 子 D 中 的 一 个 《黄色 )。 如 果 所 有 可 能 的 剪接 组 合 都 得 到 利用 ， 从 理论 上 讲 DSCAM 基因 可 以 产生 3 
种 不 同 的 蛋白 质 ， 图 中 只 显示 了 众多 的 剪接 模式 中 的 一 种 (用 红线 以 及 其 下 面 的 成 熟 mRNA 表示 )。 每 种 变 体 DSCAM 
蛋白 折 玲 成 大 致 相同 的 结构 〈 大 多 数 都 是 一 系列 的 免疫 球 蛋 白 类 似 胞 外 结构 域 ， 与 跨 膜 区 域 相连 ) (图 24-71)。 但 是 根 
据 不 同 的 剪接 模式 ， 该 结构 域 的 氨基 酸 序列 将 不 同 。 可 能 该 受 体 多 样 性 有 助 于 形成 复杂 的 神经 回路 ， 但 许多 DSCAM 
确切 的 特性 与 功能 还 不 清楚 GAD. L Black, Cell 103; 367~370, 2000) 


的 形式 合成 图 6-27)。 许 多 其 他 蛋白 质 的 细胞 类 型 特异 的 形式 也 通过 相同 的 方式 合成 出 来 。 

RNA 剪接 既 可 以 受到 负 调控 ， 由 一 个 防止 剪接 装置 接触 RNA 上 特定 剪接 位 点 的 调节 分 子 
进行 调控 ; 也 可 以 受到 正 调控 ， 由 一 个 帮助 引导 剪接 装置 到 达 其 他 情况 下 被 忽略 的 某 个 剪接 位 
点 的 调节 分 子 进行 (图 7-90)。 对 于 果 蝇 转 座 酶 ， 重 要 的 剪接 事件 在 体 细胞 中 被 负 调 控 阻 断 。 


组 织 1 组 织 2 


初始 转录 =p 
(A) 负 调控 Ci ls 


|e asa 


ES mRNA EEC 一 mRNA 
激活 物 
初始 转录 
(B) 正 调控 C [Ss mm es) 


* FN 


SS RNA EE mRNA 


图 7-90 选择 性 RNA 剪接 的 正 调 挖 和 负 调 控 
《A) 对 于 负 调 控 ， 阻 过 蛋白 结合 组 织 ? 中 的 初始 RNA 转录 物 ， 因 而 阻止 剪接 装置 除去 内 含 子 。(B) 对 于 正 调控 ， 没 有 
激活 蛋白 的 帮助 ， 剪 接 装 置 不 能 有 效 地 除去 特定 的 内 含 子 序 列 
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由 于 RNA 剪接 的 柔性 ， 一 个 强 剪 接 位 点 的 阻 断 常常 会 暴露 一 个 “ 弱 ” 位 点 ， 并 导致 产 
生 不 同 剪接 模式 。 同 样 ， 激 活 一 个 次 佳 的 剪接 位 点 能 够 通过 抑制 一 个 竞争 剪接 位 点 引发 选择 
性 剪接 。 因 此 可 以 认为 前 体 mRNA 分 子 的 剪接 是 一 个 位 于 竞争 剪接 位 点 之 间 精 细 的 天 平一 一 
一 种 容易 被 调节 蛋白 倾斜 的 天 平 。 


自从 发 现 选择 性 剪接 以 后 ， 已 不 得 不 对 基因 的 定义 做 出 修 定 


有 关 真 核 基 因 含 有 内 含 子 且 它们 的 编码 序列 能 以 多 种 方式 组 织 起 来 的 发 现 ， 引 出 了 与 基 
因 定 义 有 关 的 新 问题 。 在 20 世纪 40 年 代 早 期 ， 根 据 在 链 胞 霉 属 真菌 中 进行 的 生化 遗传 学 研 
究 工 作 ， 最 早 用 分 子 生 物 学 语言 定义 了 基因 。 直 到 那 时 ， 还 将 基因 定义 为 基因 组 的 一 个 区 域 ， 
它们 在 减 数 分 裂 时 作为 一 个 单位 分 离 并 产生 确定 的 表 型 特征 。 例 如 ， 在 果 蝇 中 白色 或 红色 的 
眼 ， 或 者 将 豆 中 光滑 或 皱 皮 的 种 子 。 有 关 链 胞 霉 属 的 研究 表明 大 多 数 基因 对 应 于 基因 组 中 指 
导 合成 某 种 酶 的 一 个 区 域 ， 这 导致 产生 一 个 基因 编码 一 条 多 肽 链 的 假说 ， 该 假说 被 随后 的 研 
究 证 明 是 富有 成 效 的 ， 随 着 在 20 世纪 60 年 代 对 基因 表达 的 机 制 了 解 的 越 来 越 多 ， 开 始 将 基 
因 视 为 一 段 转录 成 编码 了 一 条 多 肽 链 的 RNA 的 DNA (或 者 一 条 结构 RNA 如 tRNA 或 
rRNA)。 假 设 从 任何 一 条 DNA 序列 转录 而 来 的 RNA 都 指令 了 一 条 多 肽 链 的 话 ， 那 么 20 世 
纪 70 年 代 断 裂 基 因 和 内 含 子 的 发 现 可 以 容易 地 被 最 初 的 基因 定义 所 
容纳 。 但 现在 清楚 了 高 等 真 核 细 胞 中 许多 DNA 序列 通过 选择 性 
RNA 剪接 能 合成 一 组 不 同 但 是 相关 的 蛋白 质 。 那 么 基因 该 如 何 定 
义 呢 ? 

在 那些 比较 罕见 的 情况 下 ， 两 种 不 同 的 真 核 蛋 白质 从 一 个 转录 
单位 合成 出 来 ， 那 么 这 两 种 和 蛋白质 被 认为 由 染色 体 上 重 从 的 不 同 基 
因 合成 。 然 而 ， 将 选择 性 剪接 产生 的 大 部 分 蛋白 质变 体形 式 看 成 是 
来 自 于 重合 的 基因 似乎 不 必要 地 复杂 化 了 。 一 个 更 合理 的 定义 是 将 
最 早 的 定义 加 以 修改 ， 认 为 基因 是 任何 作为 一 个 单位 进行 转录 并 编 
码 一 组 密切 相关 的 多 肽 链 〈 和 蛋白 质 异 型 体 ) 的 DNA 序列 。 这 个 基因 
定义 也 容纳 了 那些 编码 蛋白 质变 体 的 DNA 序列 ， 它 们 由 RNA 剪接 
图 7-91 果 蝇 的 性 别 决定 以 外 的 转录 后 加 工 过 程 产生 ， 如 翻译 读 码 框 移 位 图 6-78) 、 可 调 型 
根据 X 染 色 体 /染色 体 比值 ， poly-A 添加 以 及 RNA 编辑 。 

图 中 显示 的 基因 产物 以 连续 


的 级 联 反应 发 挥 作用 米 决 定 “ 在 果 蝇 中 性 别 决 定 依赖 于 一 系列 可 调 型 RNA 剪接 


果 蜗 的 性 别 。 根 据 这 些 基因 = 4 ; 5 
灾变 失 活 时 产生 的 表 型 ， 分 现在 我 们 来 看 看 可 调 型 RNA 剪接 的 一 个 了 解 得 最 清楚 的 例子 。 


别 将 它们 称 为 exithal “在 果 蝇 中 决定 果 蝇 是 发 育成 雄性 还 是 肉 性 的 主要 信号 是 X 染色 体 /党 
(Sri), transformer (ira), 染色 体 的 比值 。X 染色 体 / 常 染色 体 比值 为 1 的 个 体 通常 2 条 X 染 
doubteheser (dsx)。 这 些 基色 体 和 2 套 常 染色 体 ， 发 育成 肉 果 蝇 ， 而 该 比值 为 0.5 的 个 体 〈 通 
内 产物 的 功能 是 将 有 关 X 染 。 常 1 条 X 染色 体 和 2 套 常 染色 体 ) 发 育成 雄 果 蝇 。 在 发 育 早期 对 此 
react me 比值 进行 评估 ， 此 后 由 每 个 细胞 记 住 。3 个 重要 的 基因 产物 将 此 比 
到 的 基因 这些 其 他 基因 作 “ 值 的 信号 传递 到 许多 其 他 指令 雄性 和 肉 性 特征 的 基因 (图 7-91) 。 如 
为 丙 大 可 选择 的 形式 发 挥 作 ”图 7-92 所 解释 的 ， 果 蝇 性 别 决 定 依赖 于 一 组 可 调 型 RNA 剪接 事件 ， 
用 : 那些 指令 雌性 特征 的 基 ”它们 参与 合成 这 3 种 基因 产物 。 

央 以 及 那些 指令 雄性 特征 的 虽然 果 蝇 性 别 决 定 提供 了 基于 RNA 剪接 的 级 联 调节 系统 的 一 


二 2 个 了 解 最 清楚 的 例子 ， 但 还 不 清楚 果 量 为 什么 采用 这 种 策略 。 其 他 
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图 7-92 通过 选择 性 RNA 剪接 决定 果 蝇 性 别 的 基因 表达 过 程 中 的 级 联 变化 
X 染色 体 / 常 染色 体 比值 为 0.5 时 引起 雄性 果 蝇 发 育 。 发 育成 雄性 是 默认 的 Srl 和 rra 都 发 生 转录 的 途径 ， 但 是 
RNA 组 成 性 剪接 只 产生 无 功能 的 RNA 分子， 并 且 dsx 转录 物 剪 接 后 生成 的 蛋白 质 将 指令 峻 性 特征 的 基因 关闭 。 
XX 染色 体 / 常 染 色 体 比 值 为 1 时 ， 通 过 短暂 活化 Sel 基因 中 的 启动 子 ， 引 发 胚胎 中 雄性 分 化 途径 ， 而 Srl 基因 引起 
合成 一 类 特殊 的 Sxl 转录 物 ， 再 经 过 组 成 性 剪接 后 生成 有 功能 的 Sxl 蛋白 。Sxl 是 具有 两 个 作用 位 点 的 剪接 调节 和 蛋 
和 白 : 四 它 结合 组 成 性 合成 的 Sri RNA 转录 物 ， 引 起 雁 性 特异 的 剪接 ， 再 由 这 种 剪接 继续 合成 有 功能 的 Sxl 蛋白 。 
加 它 结 合 组 成 性 合成 的 tra RNA 并 引起 该 转录 物 的 选择 性 剪接 ， 现 在 该 剪接 生成 活性 Tra AEA. Tra 蛋白 与 
组 成 性 合成 的 Tra-2 蛋白 共同 作用 ， 产 生 dsr 转录 物 肉 性 特异 的 剪接 形式 ， 剪 接 产物 编码 了 Dsx 蛋白 的 肉 性 形式 ， 
遇 它 将 指令 雄性 特征 的 基因 关闭 .这 条 途径 中 的 成 员 最 初 都 是 通过 研究 性 别 发 育 发 生 改变 的 果 蝇 突变 体 得 以 鉴定 
出 来 。 例 如 ，dsz 基因 〈douhlehesez) 名 字 的 由 来 是 因为 观察 到 缺少 该 基因 产物 的 果 蜡 既 表 达 梭 性 特异 的 特征 ， 
义 表达 上 肉 性 特异 的 特征 。 注 意 虽然 Sxl 和 Tra 蛋白 都 结合 特异 的 RNA 位 点 ,但 Sxl 是 一 个 阻 过 蛋白 ， 它 发 挥 副 作 
用 ， 阻 断 剪 接 位 点 ， 而 Tra 蛋白 是 一 个 激活 蛋白 ， 它 发 挥 正 作用 ， 诱 导 剪接 (PA 7-90). Sxl ti A A A G HEN 
的 片段 ， 它 是 标准 剪接 共有 序列 的 一 部 分 图 6-28) 并 阻止 正常 剪接 因子，U2AF (图 6-29) MA. Tra 结合 外 
显 子 中 的 特异 RNA 序列 并 激活 最 适度 以 下 的 剪接 信号 


生物 〈 如 线虫 ) 采用 完全 不 同 的 方案 做 出 性 别 决定 一 一 一 种 基于 转录 和 翻译 调控 的 方案 。 此 
外 ， 果 蝇 雄 性 决定 途径 要 求 不 断 合成 许多 无 功能 的 RNA 分 子 ， 这 看 起 来 是 不 必要 的 浪费 。 
一 种 推测 认为 这 种 RNA 剪接 级 联系 统 利用 了 一 种 古老 的 调控 装置 ， 它 从 进化 早期 阶段 遗留 
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下 来 ， 在 那 时 RNA 是 占 优势 地 位 的 生物 学 分 子 ， 并 且 基 因 表达 的 调控 几乎 不 得 不 完全 基于 
RNA-RNA 相互 作用 〈 讨 论 见 第 6 BE). 


RNA 转录 物 切割 和 poly A 加 成 的 位 点 发 生 改 变 能 使 一 个 蛋白 质 的 C 端 

第 6 章 我 们 看 到 ， 真 核 mRNA 分 子 的 3 端 不 是 由 RNA 聚合 酶 催化 的 RNA 合成 终止 形 
成 的 ， 而 是 在 转录 还 在 延伸 时 ， 由 其 他 的 因子 催化 RNA 切割 反应 生成 的 图 6-37)。 细 胞 能 
调控 这 种 切割 的 位 点 ， 以 改变 所 生成 蛋白 的 C 端 

一 个 经 过 仔细 研究 的 例子 是 在 也 淋巴 细胞 发 育 期 间 发 生 的 抗体 分 子 从 膜 结合 型 向 分 泌 型 
转变 。 在 了 淋巴 细胞 生命 历史 早期 ， 它 产生 的 抗体 锚 定 在 细胞 质 膜 上 ， 在 这 里 作为 抗原 的 受 
体 。 抗 原 刺 激 引起 B 淋 巴 细 胞 增殖 并 开始 分 泌 它们 的 抗体 。 分 小 的 抗体 形式 与 膜 结合 的 形式 
BR C 端 不 同 外 其 他 方面 都 相同 。 在 蛋白 质 的 C 端 这 一 部 分 ， 腊 结合 型 有 一 长 申 玖 水 氨基 酸 ， 
横 跨 膜 脂 双 层 ， 而 分 泌 型 则 是 一 串 短 得 多 的 疏水 氨基 酸 。 从 腊 结 合 型 向 分 泌 型 转换 因而 需要 
mRNA 3 端 存在 不 同 的 核 背 酸 序列 ;初始 RNA 转录 物 长 度 的 改变 产生 这 种 差别 ， 如 图 7-93 
所 示 ，RNA 转录 物 长 度 的 改变 又 因 RNA 剪接 位 点 的 改变 引起 ， 后 者 因 CstF 的 一 个 亚 基 浓 
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图 7-93 对 RNA 切割 和 poly A 加 成 位 点 的 调控 决定 了 抗体 是 分 泌 出 去 还 是 保持 与 膜 结合 
在 未 受 刺激 的 BB 淋巴 细胞 中 左边 )， 合 成 长 RNA 转录 物 ， 其 3 端的 内 含 子 序列 通过 RNA 剪 切 除去 以 生成 编码 膜 结合 
抗体 分 子 的 mRNA 分 子 。 相 比 之 下 ， 抗 原 刺激 〈 右 边 ) 以 后 ， 初 始 RNA 转录 物 在 位 于 最 后 一 个 外 显 子 序列 前 面 的 剪接 
位 点 上 游 切割 。 结果 ， 有 些 从 长 转录 物 去 除 的 内 含 子 序列 保留 下 来 作为 短 转 录 物 中 的 编码 序列 。 这 些 是 编码 了 分 泌 型 抗 
体 分 子 亲 水 C 端 部 分 的 核 苷 酸 序列 
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度 增高 而 引起 ，CstF 是 结合 RNA 切割 和 poly A HALLAM G/U 序列 并 促进 RNA 切割 的 
蛋白 质 (图 6-37 和 图 6-38) 。 转 录 抗 体 基因 的 RNA 聚合 酶 遇 到 的 第 一 个 切割 -poly A 加 成 的 
位 点 不 是 最 合适 的 位 点 ， 在 未 受 刺 激 的 B 淋巴 细胞 中 通常 被 跳 过 ， 结 果 生 成 较 长 的 RNA 转 
录 物 。 当 抗体 刺激 引起 CstF 浓度 增加 时 ， 切 割 就 在 此 非 最 适 位 点 进行 ， 生 成 较 短 的 转录 物 。 
通过 这 种 方式 ， 一 个 通用 RNA 加 工 因子 浓度 的 变化 能 对 较 少数 量 的 基因 产生 特定 的 影响 。 
RNA 编辑 能 改变 RNA 信息 的 含义 

细胞 运用 的 分 子 机 制 不 断 让 人 感到 奇怪 。 一 个 例子 就 是 RNA 编辑 过 程 ， 它 改变 了 mRNA 
转录 出 来 以 后 的 核 音 酸 序列 。 在 第 6 章 ， 我 们 已 经 看 到 rRNA 和 tRNA 在 转录 后 发 生 修饰 。 
这 一 部 分 我 们 会 看 到 有 些 mRNA 以 改变 它们 携带 的 编码 信息 的 方式 进行 修饰 。 最 显著 的 
RNA 编辑 形式 在 编码 锥 虫 线粒体 蛋白 的 mRNA 转录 物 中 发 现 。 其 中 有 一 个 或 多 个 U 核 苷 酸 
插入 (或 去 除 ， 较 少 发 生 ) 到 转录 物 经 过 选择 的 区 域 ， 引 起 最 初 的 可 读 框 和 序列 发 生 较 大 的 
改变 ， 因 而 改变 了 信息 的 含义 。 对 于 有 些 基 因而 言 ， 编 辑 如 此 广泛 地 进行 ， 以 至 于 在 成 熟 
mRNA 中 超过 一 半 的 核 苷 酸 是 在 编辑 过 程 中 插入 的 U 核 苷 酸 。 指 令 最 初 的 RNA 转录 物 究竟 
将 如 何 改变 的 信息 包含 在 一 组 单独 转录 的 长 40 一 80 个 核 背 酸 的 RNA 分 子 中 。 这 些 所 谓 的 指 
导 RNA 5 端 序列 与 将 要 发 生 编辑 的 转录 物 的 一 个 未 端 区 域 互补 ;这 个 5 端 后 面 接着 是 一 段 
序列 ， 指 令 将 要 插 人 转录 物 的 一 组 核 背 酸 ， 继 而 这 段 序列 后 面 是 重复 的 U 核 苷 酸 。 编 辑 机 制 
非常 复杂 ， 在 此 过 程 中 指导 RNA 3 端的 U 核 芽 酸 直接 转移 到 转录 物 中 ， 如 图 7-94 所 示 。 


指导 RNA 指导 RNA2 


指导 RNAI 


j 完成 编辑 的 mRNA 


图 7-94 发 生 在 锥 虫 线粒体 中 的 RNA 编辑 
指导 RNA 的 3 端 含有 一 段 多 聚 U， 它 为 RNA 转录 物 上 与 指导 RNA 错 配 的 位 点 提供 U 核 苷 酸 。 因 此 多 聚 U 
尾随 着 编辑 的 进行 会 变 短 【未 显示 )。 编 辑 一 般 从 3 端 附近 开始 ， 向 RNA 转录 物 5 端 前 进 ， 如 图 所 示 ， 因 为 
大 多 数 指导 RNA 的 未 端 锚 定 序列 只 能 与 被 编辑 的 序列 配对 
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许多 植物 线粒体 中 也 发 现 了 广泛 的 mRNA 序列 编辑 ， 其 中 几乎 每 个 mRNA 都 以 某 种 程 
度 进行 了 编辑 。 然 而 在 这 种 情况 下 ，RNA 碱 基 从 C 变 为 U， 不 发 生 核 苷 酸 插 入 或 删除 。 通 
常 编辑 影响 一 个 mRNA 中 许多 的 C， 从 而 改变 了 这 个 mRNA 编码 的 10% 或 更 多 的 氨基 酸 。 
至 于 锥 虫 和 植物 线粒体 为 什么 要 利用 这 些 广泛 的 RNA 编辑 ， 我 们 只 能 进行 推测 。 似 乎 
最 合理 的 观点 基于 一 个 先决 条 件 ， 就 是 线粒体 拥有 一 个 原始 的 遗传 系统 ， 其 中 不 存在 其 他 调 
控 系 统 的 作用 可 能 性 。 存 在 证 据 表 明 编辑 受到 调节 ， 以 便 在 不 同 条 件 下 生成 不 同 的 mRNA, 
这 样 RNA 编辑 就 可 以 看 成 改变 基因 表达 的 原始 方式 ， 也 许 是 在 很 古老 的 细胞 中 运作 的 机 制 
的 遗迹 ， 在 这 些 细胞 中 大 部 分 催化 作用 由 RNA 分 子 而 不 是 蛋白 质 执行 。 
哺乳 动物 中 存在 一 种 更 加 受 限 制 的 RNA 编辑 
"ag 形式 。 最 重要 的 类 型 之 一 就 是 腺 味 叭 酶 促 脱 氨基 后 
生成 次 黄 呵 叭 〈 图 6-55)， 这 个 过 程 在 有 些 mRNA 
中 经 过 选择 的 位 点 发 生 。 在 有 些 情况 下 ， 这 种 修饰 
改变 了 RNA 的 剪接 模式 ， 在 另外 一 些 情况 下 ， 它 
改变 了 密码 子 的 含义 。 由 于 次 黄 味 叭 与 胞 喀 啶 配 
对 ， 所 以 由 A 变 为 1 的 编辑 生成 一 个 氨基 酸 序列 发 
se Ş ARF ;， 生 改 变 的 蛋白 质 ， 这 种 编辑 由 称 作 ADAR (作用 于 
RNA FARES BEAD) 的 蛋白 酶 催化 进行 ;这些 
图 7-95 哺乳 动物 中 A 1 的 RNA 编辑 机 制 酶 识别 将 要 发 生 编辑 的 位 点 之 间 形 成 的 双 链 RNA 
编辑 发 生 的 位 置 由 辐 一 RNA 分 子 中 携带 的 RNA 结构 和 位 于 同一 mRNA 分 子 其 他 位 置 ， 通 常 是 在 
学 齐 提 供 信号 。 通 常 与 编辑 位 置 互补 的 序列 存在 1 
sen 于 中 ， 结 果 生 成 的 双 链 RNAS AMR 内 会 子 中 的 一 段 互补 序列 CH 7-95). KANE — 
了 栈 ADAR。 小 区 和 人 类 有 3 种 ADAR W: ADARI 种 编码 递 质 门 控 离子 通道 的 前 体 mRNA 中 ， 存 在 
在 肝脏 中 需要 ， 用 于 正确 的 血红 细胞 的 发 育 ， 一 个 特别 重要 的 A 一 I 编辑 例子 。 发 生 一 次 编辑 将 
ADAR2 为 脑 的 发 育 所 需 〈 如 文中 所 述 )，ADAR3 ” 谷 氨 酸 变 成 精 氨 酸 ;， 受 影响 的 氨基 酸 位 于 离子 通道 
的 作用 还 不 清楚 内 壁 ， 编 辑 改 变 了 通道 的 Ca 通 透 性 。 通 过 删除 相 
关 的 ADAR 基因 ,证 明了 这 种 编辑 在 小 鼠 中 很 重要 。 小 鼠 突 变 体 容易 着 痛 发 作 并 在 断奶 期 间 
或 之 后 死亡 。 如 果 将 编码 门 控 离子 通道 的 基因 突变 ， 直 接生 成 编辑 后 的 蛋白 质 形式 ， 缺 少 
ADAR 的 小 鼠 就 能 正常 发 育 ， 表 明 离 子 通道 RNA 的 编辑 对 于 正确 的 大 脑 发 育 通常 很 关键 。 
小 鼠 和 人 类 有 许多 其 他 的 ADAR 基因 ， 在 小 鼠 中 删除 它们 之 中 的 一 个 会 导致 出 生前 小 鼠 胚 胎 
的 死亡 。 由 于 这 些小 鼠 在 合成 红细胞 前 体 时 存在 许多 缺陷 ， 所 以 RNA 编辑 可 能 对 于 造血 系 
统 的 发 育 也 很 关键 。 
CU 编辑 也 可 以 在 哺乳 动物 中 观察 到 。 其 中 一 个 例子 ， 即 在 载 脂 蛋白 B mRNA 的 编辑 
中 ，C 转变 为 U 产生 一 个 终止 密码 子 ， 从 而 导致 这 个 以 组 织 特异 的 方式 合成 的 巨大 蛋白 质 缩 
短 了 。 为 什么 哺乳 动物 中 一 定 要 存在 编辑 还 是 一 个 谜 。 一 种 观点 认为 它 在 进化 中 出 现 ， 以 便 
更 正 基因 组 中 的 “错误 ”。 另 一 种 观点 认为 它 又 提供 了 一 种 从 同一 基因 合成 多 种 相关 蛋白 质 的 
方式 。 第 三 种 观点 认为 编辑 只 是 由 随机 突变 产生 的 大 量 有 害 的 临时 代用 装置 之 一 ， 由 于 它们 
偶然 提供 了 有 用 的 作用 所 以 得 以 长 期 存在 。 


从 细胞 核 转运 RNA 可 以 受到 调控 


曾 有 人 估计 哺乳 动物 合成 的 全 部 RNA 中 约 有 1/20 曾 离开 过 细胞 核 。 第 6 章 我 们 看 到 大 
部 分 哺乳 动物 RNA 分 子 经 历 广泛 的 加 工 ， 残 余 的 RNA 片段 (切除 的 内 含 子 和 切割 /poly A 


位 点 3' 端 的 RNA 序列 ) 在 细胞 核 被 降解 掉 。 不 完全 加 工 和 其 他 情况 下 损伤 的 RNA 也 最 终 在 
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ADAR 酶 


细胞 核 中 作为 RNA 合成 质量 控制 体系 的 一 部 分 被 降解 掉 。 这 种 降解 由 外 核 体 执行 ， 它 是 一 
个 巨大 的 蛋白 质 复合 体 ， 含 有 多 种 不 同 的 RNA 外 切 核酸 酶 作为 亚 基 。 

第 6 章 描述 过 ，RNA 分 子 从 细胞 核 的 输出 过 程 一 直 延 迟 ， 直 到 加 工 完成 以 后 才 进行 。 因 
此 从 理论 上 讲 ， 任 何 阻止 特定 RNA 分 子 上 完成 RNA 剪接 的 机 制 都 能 阻 断 RNA 从 细胞 核 出 
来 。 这 个 特征 是 一 个 了 解 最 清楚 的 mRNA 可 调 型 核 转运 例子 的 理论 基础 。 这 种 转运 在 引起 艾 
滋 病 的 HIV 中 进行 。 

HIV 是 一 种 反 转 录 病 毒 〈 一 种 RNA 病毒 )， 一 旦 进入 细胞 ， 它 就 指导 合成 其 基因 组 的 双 
链 DNA 拷贝 ， 然 后 这 个 拷贝 插入 到 宿主 基因 组 中 (图 5-73)。 一 旦 插 和 人 以后， 病毒 DNA 由 
宿主 细胞 RNA RAM I 以 一 个 长 RNA 分 子 转录 出 来 。 然 后 这 个 转录 物 以 许多 不 同 的 方式 进 
行 剪接 ， 生 成 超过 30 种 不 同 种 类 的 mRNA， 继 而 这 些 mRNA 再 翻译 成 各 种 不 同 的 蛋白 质 
(图 7-96)。 为 了 产生 后 代 病毒 ， 必 须 将 完整 的 未 剪接 的 转录 物 从 细胞 核 转运 到 细胞 质 中 ， 并 
在 这 里 将 它 包装 到 病毒 衣 壳 中 (图 5-73); 此 外 ,许多 HIV mRNA 以 一 种 方式 进行 选择 性 前 
接 ， 使 得 它们 仍然 携带 完整 的 内 含 子 。 因 此 宿主 细胞 对 未 剪接 RNA 输出 细胞 核 〈 以 及 随后 
进行 的 降解 ) 的 阻 断 ， 给 HIV 造成 一 个 特殊 的 难题 ， 但 它 以 一 种 巧妙 的 方式 加 以 克服 。 


PL ypu eh 
C= ; 
wi t ew 
gag a uea 
seen = rev ei: 
pama 
DNA 
S DIER f ME AR | 


@RRE _ ME RNA 
BETES + + ft t 


图 7-96 HIV (人 类 艾滋 病 病毒 ) 紧密 的 基因 组 
绿色 显示 9 个 HIV 基因 的 位 置 .红色 双 线 表示 整合 到 宿主 DNA KE) 中 的 病毒 基因组 DNA $ 
贝 。 注 意 许多 基因 的 编码 区 域 重 稚 ， 且 rev 和 ,at 的 编码 区 被 内 含 子 打 断 。 图 底部 的 蓝 线 代表 病 尊 
DNA 的 前 体 MRNA 转录 物 ， 其 中 显示 了 所 有 可 能 的 剪接 位 点 的 位 置 〈 箭 头 )。 病 毒 转录 物 存在 许多 
可 选择 的 剪接 方式 ， 如 env mRNA 保留 了 tat mRNA 和 rev mRNA 中 剪接 掉 的 内 含 子 。 蓝 色 球 梯 代 
立 元 件 〈(RRE)。 它 是 一 段 长 234 PHIRI RNA， 折 得 成 精确 的 结构 ，Rev 识别 这 个 较 
PIE AY BER (P 6-94), gag 基因 编码 的 蛋白 质 切 割 成 几 个 更 小 的 蛋白 质 并 由 它们 形成 病毒 
RFE. pol 基因 编码 的 蛋白 质 经 过 切割 产生 反 转 录 酶 〈 它 将 RNA 转录 成 DNA)， 以 及 参与 整合 病毒 
基因 组 〈 以 双 链 DNA 形式 ) 到 宿主 基因 组 中 的 整合 酶 。pol 由 起 始 于 gag 的 核糖 体 移 码 翻译 合成 
《图 6-78)。env 基因 编码 包 被 重 白 〈 图 5-73)。Tat、Rev、Vif、Vpr、Vpu 和 Nef 都 是 具有 多 种 功能 
的 小 蛋白 质 。 例 如 ，Rev 调节 核 输 出 〈 图 7-97). Tar 调节 转录 跨 整 合 的 病毒 基因 组 进行 延伸 


HIV 编码 一 种 蛋白 质 ( 称 作 Rev) ， 能 结合 位 于 病毒 一 个 内 含 子 中 的 特定 RNA 序列 〈 称 
作 Rev 响应 元 件 ，RRE) 。Rev 蛋白 与 一 个 核 内 输出 受 体 〈 输 出 蛋白 D 相互 作用 ， 这 个 受 体 
指导 病毒 RNA 移动 通过 核 孔 到 达 细 胞 质 ， 而 不 论 是 否 存在 内 含 子 序列 。 我 们 将 在 第 12 章 详 
细 讨 论 输出 受 体 的 作用 方式 。 

Rev 对 核 输出 的 调节 对 HIV 生长 和 病原 发 生产 生 许多 重要 的 影响 。 除 了 确保 特定 的 未 剪 
接 RNA 的 核 输出 以 外 ， 它 还 将 病毒 感染 分 成 早期 (此 时 Rev 从 完成 剪接 的 RNA 翻译 得 到 ， 
而 含有 内 会 子 的 RNA 保留 在 细胞 核 并 被 降解 ) 和 晚期 (此 时 由 于 Rev 的 作用 将 未 剪接 的 
RNA 输出 )。 这 个 时 间 的 划分 通过 大 致 按 所 需 的 先后 顺序 提供 基因 产物 (图 7-97)， 从 而 有 助 
于 病毒 复制 。 还 可 能 Rev 的 调控 帮助 HIV 病毒 获得 潜伏 性 ， 在 此 情况 下 HIV 基因 组 整合 到 
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宿主 基因 组 中 ， 但 病毒 蛋白 质 的 合成 暂时 中 止 了 。 在 它 最 初 进 入 宿主 细胞 以 后 ， 如 果 条 件 变 
得 对 病毒 转录 和 翻译 不 利 ，Rev 就 以 很 低 的 水 平 合成 ， 以 至 于 不 能 促进 未 剪接 的 RNA 输出 。 
这 种 情况 使 病毒 生长 周期 停止 ， 当 病毒 复制 的 条 件 改善 以 后 ，Rev 的 水 平 增加 ， 病 毒 才 能 进 
人 复制 周期 。 


(A) 早期 HIV 合 成 


整合 的 病毒 DNA 


(B) 晚期 HIV 合 成 


整合 的 病毒 DNA 


图 7-97 HIV Rev 蛋白 调节 核 输出 
在 HIV 感染 早期 A)， 只 有 完全 剪接 的 RNA (它们 含有 Rev, Tat 和 Nef 的 编码 序列 ) 从 核 输 
出 并 进行 翻译 。 一 旦 累积 了 足够 的 Rev 蛋白 并 转运 到 细胞 核 (B)， 那 么 未 剪接 的 病毒 RNA 就 
能 从 细胞 核 输出 。 许 多 这 些 RNA 翻译 成 蛋白 质 并 且 全 长 的 转录 物 包装 到 新 的 病毒 颗粒 中 


有 些 mRNA 定位 在 细胞 质 中 的 特定 区 域 


一 旦 新 合成 的 真 核 mRNA 分 子 通过 核 孔 进入 细胞 质 ， 它 通常 会 遇 上 核糖 体 并 将 它 翻 译 成 
一 条 多 肽 链 〈 图 6-40)。 如 果 这 条 mRNA 编码 的 蛋白 质 注定 要 分 泌 或 在 细胞 表面 表达 ， 那 么 
位 于 该 蛋白 质 氨基 酸 末端 的 信号 序列 就 会 引导 它 到 达 内 质 网 ; 一 旦 该 信号 序列 在 核糖 体 上 
出 现 ， 蛋 白质 分 类 装置 的 组 分 就 会 识别 它 ， 并 将 核糖 体 、mRNA 和 新 生 蛋 白质 组 成 的 整个 复 
合体 引导 至 内 质 网 膜 ， 在 这 里 合成 剩余 的 多 肽 链 (讨论 见 第 12 章 )。 在 其 他 情况 下 ， 整 个 蛋 
白质 由 细胞 质 中 的 游离 核糖 体 合成 ， 然 后 可 能 完整 多 肽 链 中 的 信号 引导 该 蛋白 质 到 达 细胞 的 
其 他 位 点 。 
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有 些 mRNA 自身 在 翻译 开始 前 被 引导 至 特定 的 细胞 内 位 置 。 可 能 对 于 细胞 来 讲 ， 将 其 
mRNA 定位 在 该 MRNA 合成 的 蛋白 质 为 细胞 所 需 的 位 置 是 有 利 的 。 引 导 mRNA 定位 的 信号 
通常 位 于 mRNA 分 子 非 翻 译 区 (UTR) 的 3' 端 一 -该 区 域 从 终止 蛋白 质 合成 的 终止 密码 子 
延伸 到 poly A 尾 开 始 的 位 置 [图 6-22(A)]。 在 果 蝇 卵 中 可 观察 到 MRNA 定位 的 一 个 显著 例 
子 ， 其 中 编码 bicoid 基因 调节 蛋白 的 mRNA 通过 附着 到 细胞 骨架 上 定位 于 发 育 卵 的 前 端 。 当 
受精 引发 该 mRNA 翻译 时 ， 就 形成 一 个 Bicoid 蛋白 梯度 ， 它 在 指导 胚胎 前 端 部 分 的 发 育 中 发 
挥 关键 作用 (如 图 7-52 所 示 ， 并 在 第 21 章 中 有 更 详细 的 讨论 ) 。 体 细胞 中 许多 mRNA 以 类 
似 的 方式 定位 。 例 如 ， 编 码 肌 动 蛋白 的 mRNA 利用 UTR 的 信号 ， 定 位 到 哺乳 动物 成 纤维 细 
胞 富 含 肌 动 蛋白 纤维 的 细胞 表层 。 

RNA 定位 已 在 许多 生物 中 观察 到 ， 包 括 单 细 胞 的 真菌 、 植 物 和 动物 ， 它 可 能 是 细胞 用 
来 在 特定 位 置 集中 蛋白 质 高 水 平 合成 的 一 种 常见 机 制 。 已 经 发 现 许多 不 同 的 mRNA 定位 机 
制 (图 7-98), 但 是 它们 全 部 都 需要 位 于 mRNA 自身 的 特定 信号 ， 一 般 集 中 在 
3'UTR( 图 7-99)。 


随机 扩散 和 捕获 总 体 降解 与 后 部 保护 结合 


图 7-98 mRNA 定位 的 3 种 机 制 
将 要 定位 的 mRNA 通过 核 孔 (上面 ) 离开 细胞 核 。 有 些 被 定位 的 mRNA ( 左 图 ) 结合 细胞 骨架 传动 蛋白 
(绿色 ) 后 向 目标 位 置 运动 ， 如 第 16 章 所 述 。 这 些 传动 蛋白 利用 ATP 水 解释 放 的 能 量 沿 细胞 骨架 组 分 单 向 
移动 ， 在 它们 的 目的 地 ， 这 些 mRNA 分 子 由 锚 定 蛋白 RE) BEE. Hiei mRNA 则 在 细胞 质 随机 扩 
散 ， 并 只 是 被 捕获 后 因而 在 它们 定位 的 位 点 上 聚集 〈 中 图 )。 还 有 另 一 些 mRNA (H) 在 细胞 质 中 降解 ， 
除非 它们 通过 随机 扩散 结合 到 已 经 定位 的 蛋白 质 复合 体 上 ， 由 复合 体 锚 定 mRNA 并 保护 它 不 被 降解 〈 黑 
色 )。 每 个 机 制 都 要 求 mRNA 上 存在 特殊 信号 ， 它 们 通常 位 于 3UTR 中 (图 7-99)。 在 许多 mRNA 定位 的 情 
况 中 ， 其 他 机 制 阻 断 了 mRNA 的 翻译 ， 直 到 它 得 到 正确 定位 为 止 (摘自 H. D. Lipshitz and C. A. Smibert, 
Curr. Opin. Gen. Dev. 10; 476 一 488，2000) 


第 6 章 我 们 看 到 5 "帽子 和 3! poly A 尾 对 于 有 效 的 翻译 是 必需 的 ， 因 此 它们 在 同一 mR- 
NA 分 子 上 的 存在 也 为 翻译 装置 提供 了 信号 ， 表 明 这 个 mRNA 分 子 是 完整 的 。 刚 才 描述 过 ， 
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图 7-99 3 UTR 在 mRNA 定位 到 细胞 质 特殊 区 域 过程 中 的 重要 性 
该 实验 中 ， 在 荧光 标记 的 UTP 衍生 物 存在 情况 下 ， 体 外 转录 DNA， 从 而 制备 两 种 不 同 的 荧光 标记 RNA， 一 种 RNA 
《用 红色 荧光 染料 标记 ) 含有 果 蝇 hairy 蛋白 的 编码 区 以 及 邻近 的 3'UTR: 另 一 种 RNA《〈 用 绿色 荧光 染料 标记 ) 含有 
hairy 蛋白 的 编码 区 ， 但 3 UTR 删除 。 在 发 育 的 一 个 阶段 ， 当 多 个 核 存在 于 共同 的 细胞 质 中 时 ， 将 这 两 种 RNA 混合 后 
注入 果 蜗 胚胎 《图 7-52)。10min 后 观察 荧光 RNA， 全 长 的 hairy RNA (红色 ) 定位 于 核 顶 侧 〔 蓝 色 )， 但 缺少 3'UTR 
(绿色 ) 的 转录 物 ， 不 定位 ，hairy 是 在 发 育 果 蝇 胚胎 中 指令 定位 信息 的 许多 基因 调节 蛋 (讨论 见 第 21 章 ) 
它 的 mRNA 定位 《该 实验 显示 依赖 于 UTR) 据 认为 对 于 正确 的 果 蜗 发 育 是 至 关 重要 的 〈 经 Simon Bullock 和 David 


Ish-Horowicz 许可 ) 


3'UTR 常常 含有 一 个 “zip 密码 ”， 它 引导 mRNA 到 细胞 内 的 不 同位 置 。 在 本 章 中 , 我们 也 
将 看 到 mRNA 还 携带 一 些 信息 ， 规 定 了 每 个 mRNA 在 细胞 质 存在 的 平均 时 间 ， 以 及 每 个 
mRNA 翻译 成 蛋白 质 的 效率 。 从 广义 上 讲 ， 真 核 mRNA 非 翻 译 区 类 似 基因 的 转录 调控 区 : 
它们 的 核 苷 酸 序列 含有 指令 利用 RNA 的 方式 的 信息 ， 解 释 这 些 信息 的 蛋白 质 特异 性 地 结合 
这 些 序列 。 因 此 ， 除 了 指令 蛋白 质 氨基 酸 序列 以 外 ，mRNA 分 子 也 富 含 许多 其 他 信号 。 


结合 mRNA 5' 和 3' 非 翻译 区 的 蛋白 质 介 导 了 翻译 负 调控 


- 旦 合成 了 一 个 mRNA， 调 控 其 蛋白 质 产物 水 平 最 常见 的 方式 之 一 就 是 通过 调控 翻译 起 
始 的 步骤 。 尽 管 真 核 生物 和 原核 生物 之 间 翻 译 起 始 的 详细 机 制 是 不 同 的 〈 我 们 在 第 6 章 看 到 
过 )， 但 仍然 利用 了 一 些 共同 的 基本 调控 策略 。 

在 细菌 mRNA H, AW M BHR SFAI IFAR, Shine-Dalgarno 序列 ， 位 于 起 始 
AUG 密码 子 上 游 几 个 核 苷 酸 位 置 。 这 个 序列 与 核糖 体 小 亚 基 中 的 16S RNA 形成 碱 基 配对 ， 
从 而 将 起 始 AUG 密码 正确 地 定位 在 核糖 体 中 。 由 于 这 种 相互 作用 对 起 始 效率 做 出 了 主要 的 
页 献 ， 所 以 它 为 细菌 细胞 提供 了 一 种 简单 的 通过 翻译 负 调 控 机 制 调节 和 蛋白质 合成 起 始 的 方式 。 
这 些 机 制 一 般 涉及 Shine-Dalgarno 序列 的 阻 断 ， 要 么 是 用 结合 蛋白 对 它 进行 覆盖 ， 要 么 是 将 
它 整 合 到 mRNA 中 某 个 碱 基 配 对 区 域 。 许 多 细菌 mRNA 具有 特异 的 翻译 阻 过 蛋白 ,它们 能 
在 Shine-Dalgarno 序列 周围 结合 ， 因 而 只 会 抑制 该 细菌 mRNA 的 翻译 。 例 如 ， 有 些 核糖 体 蛋 
白 能 通过 结合 非 翻 译 区 的 5 端 阻 遏 它们 自身 mRNA 的 翻译 。 这 种 机 制 只 有 当 核 糖 体 蛋白 的 合 
成 量 超过 核糖 体 RNA 因而 不 会 整合 到 核糖 体 中 时 才 发 挥 作用 。 通 过 这 种 方式 ， 细 胞 能 够 维 
持 用 于 形成 核糖 体 的 多 种 组 分 正确 的 数量 平衡 。 不 难 猜 测 这 个 机 制 可 能 是 如 何 进化 得 到 的 。 
核糖 体 蛋 白 通过 结合 rRNA 中 的 特定 位 点 组 装 成 核糖 体 ; 它们 中 有 些 通 过 与 自身 mRNA 中 存 
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在 的 类 似 位 点 结合 ， 
控 自 身 的 合成 。 

真 核 mRNA 并 不 含有 Shine-Dalgarno 序列 。 第 6 章 
讨论 过 ， 翻 译 起 始 位 点 AUG 密码 子 的 选择 而 是 主要 由 它 
与 mRNA 5 端 帽子 靠近 决定 ， 这 是 核糖 体 小 亚 基 结 合 该 
mRNA 并 开始 扫描 搜寻 起 始 AUG 密码 子 的 位 点 。 尽 管 翻 
译 起 始 不 同 ， 真 核 生物 也 利用 了 翻译 阻 过 蛋白 。 它 们 有 些 
结合 mRNA 5 端 因 而 抑制 翻译 的 起 始 ， 另 外 一 些 识别 特定 
mRNA 3'UTR 中 的 核 苷 酸 序列 并 通过 干扰 5 帽子 和 3” po- 
ly A 尾 之 间 的 通讯 来 减少 翻译 起 始 ， 这 种 通讯 是 有 效 翻译 
所 必需 的 (图 6-72) 。 

真 核 生物 中 存在 一 个 研究 得 较 详细 的 翻译 负 调 控 形 
式 ， 它 使 得 细胞 内 铁 储存 蛋白 、 铁 蛋白 的 合成 在 细胞 质 
中 的 可 溶 铁 原子 水 平 增高 时 能 迅速 增加 。 铁 的 调节 依赖 
于 铁 蛋 白 mRNA 5 前 端 一 段 约 30 个 核 背 酸 的 序列 。 这 
个 铁 效应 元 件 折 笃 成 一 种 茎 环 结构 ， 结 合 一 个 称 作 顺 乌 
头 酸 酶 的 翻译 阻 过 蛋白 ,该 蛋白 质 阻 过 下 游 任何 RNA 


巧妙 地 运用 这 种 RNA 结合 能 力 来 调 


mRNA 


1 / 终止 位 点 
3 AUG RIEA 


3 
HN GeaCOOH ON 
KAM 


终止 位 点 
t, AUG Toy 
没有 合成 蛋白 质 OFF 


翻译 阻 过 蛋白 


图 7-100 ”翻译 负 调控 
这 种 调控 形式 由 作为 翻译 阻 过 物 的 序列 特 
异性 RNA 结合 蛋白 介 导 。 该 蛋白 质 结合 
到 mRNA 分 子 上 会 减少 mRNA 的 翻译 。 
已 经 知道 了 这 种 翻译 调控 类 型 的 多 个 实 
例 。 该 幅 图 以 细胞 质 中 游离 铁 浓度 增高 时 
促使 合成 更 多 的 铁 蛋白 — A iT 
ÉD 的 机 制 为 模型 ， 铁 敏感 翻译 阻 过 蛋白 
被 称 作 顺 乌 头 酸 酶 (图 7-105)。 在 其 他 例 
子 中 ， 互 补 的 RNA 分 子 而 不 是 蛋白 质 ， 
训 控 翻译 起 始 。 它 通过 形成 短 双 螺 旋 


序列 的 翻译 (图 7-100)。 顺 乌 头 酸 酶 是 铁 结合 蛋白 ， RNA 区域 ， 阻 断 了 mRNA 中 的 关键 区 域 


细胞 接触 铁 会 引起 它 与 铁 蛋 白 mRNA 解 离 ， 不 再 阻 过 翻译， 并 且 多 达 上 百倍 地 增加 铁 蛋 
白 的 合成 。 


一 个 起 始 因子 的 磷酸 化 整体 上 调节 了 蛋白 质 合成 


真 核 细胞 减少 它们 的 蛋白 质 整体 合成 速率 以 应 答 不 同 的 情况 ， 包 括 生长 因子 或 营养 物质 
的 缺乏 、 病 毒 感染 和 温度 突然 升 高 。 这 种 减少 大 多 是 由 于 翻译 起 始 因子 eIF-2 被 响应 条 件 改 
变 的 特定 蛋白 激酶 磷酸 化 而 引起 。 

第 6 章 概括 了 elF-2 的 正常 功能 。 它 与 GTP 形成 一 个 复合 物 ， 并 介 导 甲 硫 氨 酰 起 始 tR 
NA 结合 核糖 体 小 亚 基 ， 然 后 该 小 亚 基 再 结合 mRNA 5 端 ， 并 开始 沿 mRNA 扫描 。 当 识别 
出 一 个 AUG 密码 子 时 ，elF-2 蛋白 将 结合 的 GTP 水 解 成 GDP， 引 起 该 蛋白 质 构象 发 生 改变 
并 将 从 核糖 体 小 亚 基 上 释放 下 来 。 然 后 核糖 体 大 亚 基 与 小 亚 基 结合 ， 形 成 一 个 完整 的 核糖 体 ， 
并 由 它 开始 蛋白 质 的 合成 〈 图 6-71) 。 

因为 eIF-2 与 GDP 结合 非常 牢固 ， 所 以 需要 一 个 鸟 味 叭 核 背 酸 交换 因子 〈 图 15-54), fit 
2H elF-2B, 来 促使 GDP 释放 ， 这 样 一 个 新 的 GTP 分 子 就 能 结合 上 来 ，elIF-2 就 能 重新 得 
到 利用 [图 7-101(A)]。 当 eIF-2 被 磷酸 化 时 ， 它 的 再 利用 就 受到 抑制 一 -磷酸 化 的 elF-2 与 
eIF-2B 结合 得 异常 牢固 ， 从 而 使 eIF-2B 失 活 。 细 胞 内 存在 的 eIF-2 比 eIF-2B 多 ， 即 便 一 部 分 
磷酸 化 的 eIF-2 就 能 捕获 几乎 全 部 的 eIF-2B。 这 防止 了 非 磷酸 化 eIF-2 的 再 利用 并 大 大 减 慢 了 
蛋白 质 的 合成 [图 7-101(B)]。 

作为 允许 它们 进入 非 增殖 的 ， 静 止 期 (Go) 的 机 制 的 一 部 分 ， 在 哺乳 动物 细胞 中 对 活性 
elF-2 水 平 的 调节 特别 重要 ， 在 此 时 期 整个 蛋白 质 合成 速率 比 增殖 细胞 中 的 降低 了 大 约 1/5 
(讨论 见 第 17 章 ) 。 
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图 7-101 elF-2 循环 
CA) 使 用 过 的 elF-2 h — Ah PS BRAT (elF-2B) 循环 利用 。(B) elF-2 磷酸 化 与 eIF- 
2B 共同 调控 蛋白 质 合成 速率 


在 翻译 起 始 位 点 上 游 AUG 密码 子 上 的 起 始 能 调节 真 核 生物 的 翻译 起 始 
过 程 

第 6 章 我 们 看 到 ， 真 核 生 物 的 翻译 通常 开始 于 mRNA 5' 端 下 游 第 一 个 AUG 位 置 ， 因 为 
它 是 扫描 的 核糖 体 小 亚 基 过 到 的 第 一 个 AUG。 但 是 紧 挨 着 AUG 的 核 苷 酸 也 影响 了 翻译 起 始 
的 效率 。 如 果 识 别 位 点 很 少 ， 扫 描 核糖 体 亚 基 将 忽略 mRNA 中 第 一 个 AUG 密码 子 并 跳 到 第 
二 个 或 第 三 个 AUG 上 。 这 个 现象 称 作 “ 渗 漏 扫描 ”， 是 经 常 使 用 的 策略 ， 以 便 从 同一 mRNA 
生成 两 个 或 多 个 密切 相关 的 蛋白 质 ， 它 们 只 是 在 氨基 末端 存在 差别 。 例 如 ， 渗 漏 扫 描 使 有 些 
基因 能 生成 相同 的 蛋白 质 ， 在 其 氨基 端 有 或 没有 附着 的 信号 序列 ， 这 样 该 蛋白 质 就 引导 至 细 
胞 内 两 个 不 同 的 位 置 。 在 有 些 例子 中 ， 细 胞 能 调控 渗 漏 扫描 生成 的 蛋白 质 异 型 体 的 相对 丰 度 ， 
例如 ， 起 始 因子 elF-4F 的 丰 度 细胞 特异 性 地 增加 会 优先 利用 靠近 mRNA 5 ' 端 的 AUG, 

真 核 生物 中 发 现 的 另 一 类 调控 利用 了 位 于 mRNA 5 端 和 基因 起 始 处 之 间 一 个 或 多 个 短 
可 读 框 ， 通 常 这 些 上 游 可 读 框 〔uORF) 编码 的 氨基 酸 序列 无 关 紧 要 ， 仅 纯粹 提供 了 调节 
功能 。mRNA 分 子 上 存在 的 uORF 一 般 会 降低 下 游 基因 的 翻译 ， 这 是 通过 捕获 扫描 核糖 体 
起 始 复合 体 并 促使 核糖 体 翻译 uORF， 并 在 核糖 体 到 达 蛋 白质 编码 序列 之 前 与 mRNA 解 离 
实现 的 。 

当 某 个 通用 翻译 因子 ， 例 如 ，elF-2 〈 上 面 讨 论 ) 的 活性 下 降 时 ， 有 人 可 能 会 想到 所 有 mR- 
NA 的 翻译 都 会 等 量 地 下 降 。 然 而 ， 事 实 恰恰 相反 ，eIF-2 的 磷酸 化 具有 选择 性 的 影响 ， 甚 至 增 
加 含有 uORF 的 特定 mRNA 的 翻译 。 例 如 ， 这 可 以 使 酵母 细胞 能 够 适应 特定 营养 物质 缺少 导致 
的 饥 狐 ， 通 过 关闭 所 有 蛋白 质 的 合成 ， 那 些 合成 该 营养 物 所 需 的 蛋白 质 除 外 。 作 用 于 一 种 特定 


酵母 mRNA 的 这 种 机 制 的 细节 已 经 弄 清楚 了 ， 该 mRNA 编码 一 个 称 作 GCN4 的 蛋白 质 ， 它 是 
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一 个 基因 调节 蛋白 ， 是 活化 许多 编码 对 氨基 酸 合成 很 重要 的 蛋白 质 基因 所 必需 的 。 

GCN4 mRNA 含有 4 个 短 uORF， 它 们 负责 选择 性 地 增加 GCN4 的 翻译 ， 以 应 答 氨 基 酸 
饥饿 引起 的 eIF-2 磷酸 化 。 这 个 增加 GCN4 翻译 的 机 制 很 复杂 。 扼 要 地 讲 ， 核 糖 体 亚 基 沿 
mRNA 移动 ， 会 遇 到 每 个 uORF， 但 只 翻译 它们 的 一 部 分 ， 如 果 第 4 个 uORF 翻译 了 ， 这 在 
未 挨 饿 细胞 中 是 事实 ， 核 糖 体 就 在 此 uORF 末端 解 离 ，GCN4 的 翻译 就 无 效 了 。elF-2 活性 的 
下 降 使 扫描 核糖 体 在 获得 起 始 翻译 的 能 力 之 前 更 可 能 通过 第 4 个 uORF。 然 后 ， 这 样 的 一 个 
核糖 体 有 效 地 起 始 GCN4 序列 上 的 翻译 ， 从 而 合成 促进 细胞 内 氨基 酸 合成 的 蛋白 质 。 


内 部 核糖 体 进入 位 点 提供 了 翻译 调控 的 机 会 


虽然 将 近 90% 的 真 核 生物 mRNA 的 翻译 是 从 5 帽子 下 游 第 一 个 AUG 开始 的 ， 但 是 我 们 
将 在 最 后 一 部 分 看 到 ， 某 些 AUG 在 扫描 过 程 中 能 够 被 略 过 。 这 一 部 分 ， 我 们 仍然 讨论 另 一 
个 细胞 从 远离 mRNA 5 端 位 置 起 始 翻译 的 方式 。 在 这 些 情况 下 ， 翻 译 直接 在 特殊 RNA 序列 
上 起 始 ， 它 们 每 一 个 都 称 作 内 部 核糖 体 进入 位 点 ORES). mRNA 中 许多 不 同位 置 都 可 以 出 
现 IRES。 在 某 些 少见 的 情况 下 ， 相 同 真 核 生物 mRNA 中 携带 了 串联 的 两 个 不 同 蛋 白质 编码 
序列 ， 第 一 个 序列 的 翻译 使 用 通常 的 扫描 机 制 ， 而 第 二 个 通过 IRES 翻译 。IRES 通常 有 几 百 
个 核 苷 酸 长 ， 并 折 蚕 成 特定 的 结构 ， 这 些 结构 结合 许多 ， 但 不 是 全 部 ， 用 于 起 始 正常 帽子 依 
赖 翻 译 的 蛋白 质 (图 7-102) 。 实 际 上 ， 不 同 的 IRES 需要 一 小 组 不 同 的 起 始 因子 。 然 而 ， 它 
们 全 部 都 不 需要 5 帽子 结构 和 识别 帽子 的 翻译 起 始 因子 eIF-4E。 


(A) (B) 


poly-A 结 合 蛋 白 elF-4G IRES 


Sie a Re BB 
大 小 核糖 体 亚 基 


图 7-102 两 种 翻译 起 始 机 制 
CA) 帽 依赖 机 制 需要 一 组 起 始 因子 ,5 帽 和 多 聚 A 尾 的 存在 刺激 了 它们 在 mRNA 上 的 组 装 〈 图 
6-71)。(B) IRES 依赖 机 制 只 需要 常规 翻译 起 始 因子 中 的 一 小 部 分 ， 它 们 直接 在 折 和 登 的 IRES 
上 组 装 GBA A. Sachs, Cell 101: 243~245, 2000) 


IRES 最 先 在 某 些 哺乳 动物 病毒 中 发 现 ， 在 这 里 它们 提供 一 种 精巧 的 方式 让 病毒 占用 宿主 
细胞 的 翻译 装置 。 感 染 后 ， 这 些 病毒 合成 一 种 蛋白 酶 〈 编 码 在 病毒 基因 组 中 )， 它 切割 细胞 翻 
译 因子 eIF-4G 因而 使 其 不 能 与 帽子 结合 复合 物 eIF-4E 结合 。 这 将 大 部 分 宿主 细胞 翻译 关闭 
掉 并 有 效 地 将 翻译 装置 改换 到 许多 病毒 mRNA 上 都 存在 的 IRES 序列 。 截 短 的 eIF-4G 仍然 
能 起 始 这 些 内 部 位 点 的 翻译 ， 甚 至 可 能 刺激 了 某 些 含有 IRES 的 病毒 MRNA 的 翻译 。 
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细胞 mRNA 也 发 生 IRES 介 导 翻译 的 选择 性 激活 。 例 如 ， 当 真 核 细 胞 进入 细胞 周期 的 M 
期 时 ， 翻 译 的 整体 速度 下 降 到 间 期 细胞 中 的 25% 左 右 。 这 种 降低 主要 是 因为 帽子 结合 复合 物 

elF-4E 发 生 依赖 于 细胞 周期 的 去 磷酸 化 从 而 降低 了 它 对 5 帽子 的 亲和力 。 然 而 含有 
IRES 的 mRNA 对 这 种 效应 产生 免疫 。 因 而 细胞 进入 M 期 后 ， 它 们 的 相对 翻译 速率 会 增加 。 

最 后 ， 当 哺乳 动物 细胞 进入 程序 性 细胞 死亡 途径 时 〈 讨 论 见 第 17 章 )，eIF-4G 被 切割 ， 
随后 再 次 发 生 整 体 性 的 翻译 减少 。 有 些 对 细胞 死亡 调控 很 关键 的 蛋白 质 从 含有 IRES 的 
mRNA 翻译 出 来 ， 并 且 它 们 持续 被 合成 。 似 乎 对 于 细胞 而 言 IRES 机 制 的 主要 优势 之 一 就 是 ， 
它 使 经 过 选择 的 mRNA 以 高 速率 翻译 ， 尽 管 细胞 起 始 蛋白 质 合 成 的 能 力 整体 上 下 降 了 。 


mRNA 稳定 性 的 改变 能 调控 基因 表达 


细菌 细胞 内 大 多 数 mRNA 都 很 不 稳定 ， 半 训 期 大 约 是 3min。 以 3' 一 5' 方 向 进行 降解 的 
外 切 核酸 酶 通常 负责 这 些 mRNA 的 迅速 降解 。 因 为 细菌 的 mRNA 既 迅 速 地 合成 ， 又 快速 地 
被 降解 ， 所 以 它 能 迅速 地 适应 环境 的 变化 。 

真 核 细胞 中 mRNA 要 更 加 稳定 一 些 。 有 一 些 半 训 期 超过 10h， 如 编码 8 珠 蛋 白 的 mR- 
NA。 然 而 许多 半 误 期 也 只 有 30min 或 者 更 短 。 这 些 不 稳定 mRNA 通常 编码 调节 蛋白 ， 如 生 
长 因子 和 基因 调控 蛋白 ， 它 们 在 细胞 内 的 合成 速率 需要 迅速 地 发 生变 化 。 

真 核 生物 有 两 个 主要 的 降解 mRNA 的 途径 ， 并 且 每 个 mRNA 分 子 中 的 序列 决定 了 所 用 
途径 以 及 降解 的 动力 学 。 最 常见 的 途径 涉及 poly A 尾 的 逐渐 变 短 。 第 6 章 我 们 看 到 mRNA 
分 子 的 帆 化 和 多 聚 腺 背 化 在 细胞 核 内 进行 。 一 旦 进入 细胞 质 ，poly A 尾 (平均 长 度 大 约 为 
200 个 A) 逐渐 被 一 种 以 3 一 5 方向 消化 尾巴 的 外 切 核酸 酶 作用 而 变 短 。 一 旦 尾巴 缩短 过 程 
到 达 一 个 关键 时 期 〈 约 剩 下 30 个 A) ， 就 移 走 5 "帽子 〈 此 过 程 称 为 脱 帽 化 ) ， 而 RNA 就 迅速 
地 被 降解 掉 [图 7-103(A)]。 


A) (B) 内 切 核 音 酸 
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图 7-103 AK mRNA 衰变 的 两 种 机 制 
CA) 脱 腺 在 化 依 由 的 训 变 - 大 部 分 真 核 mRNA 经 过 这 种 途径 降解 .诱导 衰变 的 多 阶 A 尾 长 度 临界 值 可 能 对 应 于 多 聚 
人 结合 蛋白 的 委 失 〈 图 6-40)。 如 图 7-104 所 示 ， 脱 腺 昔 化 酶 与 3' 多 到 A JER 5' 幅 子 相 连 ， 这 种 安排 可 能 协调 了 脱 帽 过 
程 和 多 聚 A 缩短 过 程 。 虽 然 所 显示 的 5 -~ 3' 降 解 和 3'-5' 降 解 发 生 在 单独 的 RNA 分 子 上 ， 但 这 两 个 过 程 可 以 在 同一 
分 子 上 进行 。(B) 独立 于 脱 腺 件 化 的 训 变 ， 还 不 能 确定 是 否 脱 帆 化 紧 随 mRNA 的 内 切 核酸 酶 解 切割 之 后 发 生 (摘自 
C. A. Beelman and R. Parker, Cell 81; 179~183, 1995) 


几乎 所 有 的 mRNA 都 要 发 生 poly A 尾 缩短 、 脱 帽 化 和 最 终 的 降解 过 程 ， 但 不 同 物种 的 
mRNA 之 间 这 个 过 程 发 生 的 速率 不 同 。 行使 缩 尾 功能 的 蛋白 质 直 接 与 催化 翻译 的 装置 竞争 ; 
因此 ， 任 何 影响 mRNA 翻译 效率 的 因子 都 将 倾向 于 对 降解 有 相反 的 作用 (图 7-104)。 此 外 ， 
许多 mRNA 的 3'UTR 中 携带 增加 或 降低 poly A 尾 缩短 速度 的 特殊 蛋白 质 结 合 序列 。 例 如 ， 


许多 不 稳定 的 mRNA 含有 AU 序列 片段 ， 它 大 大 提高 了 缩短 速率 。 
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上 了 4 DAN 


PpolyA 结 合 蛋 白 


翻译 起 始 mRNA 降解 


图 7-104 mRNA 翻译 和 mRNA 衰变 之 间 的 竞争 
翻译 起 始 和 脱 腺 苷 化 依赖 的 mRNA 衰变 都 利用 了 mRNA 两 个 相同 的 特征 一 一 5 帽子 和 3" polyA 
位 点 。 以 3-5 方向 缩短 polyA 尾 的 酶 〈 称 为 DAN) 与 5 帽子 结合 。 如 第 6 章 所 述 〈 图 6-71)， 翻 
译 起 始 装置 也 与 5 帽子 和 poly A 尾 结合 (摘自 M. Gao et al., Mol. Cell 5; 479~488, 2000) 
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图 7-105 两 种 由 铁 介 导 的 翻译 后 调控 


为 了 应 答 细 胞 质 中 铁 浓 度 的 升 高 ， 细 胞 会 增加 铁 蛋 白 的 合成 ， 以 便 结合 过 基 的 铁 CAD 并 减少 转 铁 蛋 白 的 合 
成 ， 以 使 使 跨 质 膜 输 入 铁 减少 〈B) 。 这 两 种 应 答 都 由 同一 铁 应 答 调节 蛋白 一 一 顺 乌 头 酸 酶 介 导 ， 它 识别 编 
码 铁 蛋白 和 运 铁 蛋 白 的 mRNA 中 的 茎 环 结构 的 共同 特征 。 当 顺 乌 头 酸 酶 结合 上 铁 以 后 就 从 mRNA 上 解 离 。 
但 由 于 转 铁 蛋 白 受 体 和 铁 蛋 白 受 不 同 机 制 的 调控 ， 所 以 它们 的 水 平 以 相反 的 方向 对 应 于 铁 浓度 ， 即 便 它 们 
受 相同 的 铁 响应 调节 蛋白 的 调控 。 顺 乌 头 酸 酶 结合 铁 蛋 白 受 体 mRNA 的 5 UTR 阻 断 了 翻译 起 始 ; 它 结合 
铁 蛋 白 受 体 mRNA 3° UTR 则 阻 断 一 个 内 切 核酸 酶 位 点 ， 因 而 稳定 了 mRNA (图 7-103) 


Hentze et al.,Science 238: 1570~1573, 1987 and J. L. casey et al ,Science 240; 924~928, 1988) 


(摘自 MLW. 


另 一 种 mRNA 降解 途径 开始 于 特定 内 切 核酸 酶 的 作用 ， 它 作用 一 步 只 是 将 poly A 尾 从 
mRNA 的 其 余部 分 切割 下 来 图 7-103)。 以 这 种 方式 降解 的 mRNA 通常 在 它们 的 3/UTR 中 
携带 了 特殊 的 核 苷 酸 序列 作为 内 切 核酸 酶 的 识别 序列 。 

mRNA 的 稳定 性 在 应 答 细胞 外 的 信号 时 能 发 生 改 变 。 例 如 ， 向 细胞 加 入 铁 会 降低 编码 与 
铁 转 运 蛋白 结合 的 受 体 蛋 白 mRNA 的 稳定 性 ， 从 而 减少 这 个 受 体 蛋 白 的 合成 。 有 意思 的 是 ， 
这 个 效应 由 铁 敏感 RNA 结合 蛋白 一 一 顺 乌 头 酸 酶 介 导 ， 我 们 在 前 面 也 讨论 过 ， 这 个 蛋白 质 
也 调控 铁 蛋 白 mRNA 的 翻译 。 顺 乌 头 酸 酶 能 结合 转 铁 蛋白 受 体 mRNA 的 3"UTR， 并 通过 阻 
断 该 mRNA 内 切 核酸 酶 解 切 割 ， 使 受 体 合成 量 增加 。 加 入 铁 后 ， 顺 乌 头 酸 酶 从 mRNA 释放 ， 
从 而 降低 了 mRNA 的 稳定 性 (图 7-105) 。 


细胞 质 内 poly A 加 成 能 调控 翻译 


RNA 分 子 最 初 的 多 聚 腺 背 化 〈 讨 论 见 第 6 章 ) 在 细胞 核 中 进行 ， 显 然 这 对 于 几乎 所 有 真 
核 生 物 mRNA 前 体 都 是 自发 进行 的 。 我 们 刚 看 到 了 ， 大 多 数 mRNA 的 poly A 尾 在 细胞 质 中 
逐渐 缩短 ， 最 终 RNA 被 降解 。 在 此 情况 下 ， 特 定 mRNA 的 poly A 尾 在 细胞 质 中 会 延长 ， 这 
种 机 制 提供 了 又 一 种 翻译 调控 形式 。 

成 熟 过 程 中 的 卵 母 细胞 和 卵 提供 了 最 显著 的 例子 。 在 这 些 巨 大 的 细胞 中 许多 常规 的 
mRNA 降 解 途径 似乎 失去 了 功能 ， 以 至 于 这 些 细胞 在 为 受精 做 准备 时 能 积累 大 量 的 mRNA。 
许多 mRNA 储存 在 细胞 质 中 ， 其 3' 端 只 有 10 一 30 个 A， 以 这 种 形式 存在 时 ， 它 们 是 不 能 被 
翻译 的 。 在 卵 母 细 胞 成 熟 期 间 和 受精 后 的 特定 时 刻 ， 需 要 这 些 mRNA 编码 的 蛋白 质 时 ， 
poly A 就 加 到 经 过 选择 的 mRNA 上 ， 从 而 大 大 刺激 它们 翻译 的 起 始 。 


无 义 介 导 mRNA 降解 在 真 核 生物 中 用 作 一 种 mRNA 监视 系统 


第 6 章 我 们 看 到 ， 真 核 生 物 中 mRNA 的 合成 需要 经 过 一 系列 设计 复杂 的 步骤 。 只 有 当 
mRNA 合成 的 所 有 这 些 步骤 都 完成 了 ，mRNA 才 从 细胞 核 输 出 ， 到 达 细 胞 质 翻译 成 蛋白 质 。 如 
果 这 些 步骤 中 任何 一 步 出 现 错误 ，RNA (与 切除 的 内 含 子 一 起 ) 最 终 就 会 在 细胞 核 被 外 核 体 降 
解 掉 ， 后 者 是 一 种 含有 至 少 10 种 3'—5'RNA 外 切 核酸 酶 的 巨大 蛋白 质 复合 体 。 真 核 细胞 还 具有 
另外 一 种 机 制 ， 称 为 无 义 介 导 mRNA 降解 ， 在 异常 mRNA 能 开始 有 效 地 翻译 成 蛋白 质 之 前 将 它 
们 清除 。 当 发 现 含有 错位 的 框 内 终止 密码 子 (UAA, UAG 或 UGA) 的 mRNA 会 被 迅速 降解 
时 ， 发 现 了 这 种 机 制 的 存在 。 这 些 终止 密码 子 可 能 因 突变 或 不 完全 剪接 而 产生 : 两 种 情况 下 都 
观察 到 这 个 现象 。 这 个 mRNA 监视 系统 因而 防止 了 合成 截 短 的 异常 蛋白 质 ， 我 们 已 经 看 到 ， 这 
类 和 蛋白质 对 细胞 非常 危险 。 但 是 细胞 是 如 何 识别 那些 潜在 的 有 害 mRNA 呢 ? 

在 背 椎 动物 中 ， 无 义 介 导 mRNA 降解 系统 感受 到 的 mRNA 的 关键 特征 ， 是 第 一 个 框 内 
终止 密码 子 和 RNA 剪接 形成 的 外 显 子 -外 显 子 边 界 之 间 的 空间 关系 。 如 果 这 个 终止 密码 子 位 
于 所 有 外 显 子 -外 显 子 边 界 的 下 游 (3' 端 )，mRNA 就 不 会 被 无 义 介 导 降解 ; 另 一 方面 ， 如 果 
有 一 个 终止 密码 子 位 于 一 个 外 显 子 边界 上 游 (5), mRNA 就 被 降解 掉 。 进 行 翻译 的 核糖 体 ， 
以 及 其 他 的 监视 蛋白 质 会 为 每 个 mRNA 评估 这 种 关系 。 到 底 这 是 如 何 实现 的 ， 具 体 还 不 清 
楚 ， 但 容易 理解 为 什么 必须 有 核糖 体 的 参与 :只 有 框 内 终止 密码 子 引 起 无 义 介 导 的 降解 ， 并 
且 正 是 核糖 体 与 mRNA 之 间 的 关系 决定 了 可 读 框 。 根 据 一 个 模型 (图 7-106) ， 核 内 蛋白 质 结 
合并 因而 标记 了 RNA 剪接 后 的 外 显 子 -外 显 子 边 界 。 当 mRNA 离开 细胞 核 以 后 ， 它 保留 在 
核 周围 ， 当 翻译 开始 以 后 由 一 组 其 他 的 监视 蛋白 质 连 接 起 来 。 根 据 这 个 观点 ，mRNA 分 子 第 
一 轮 翻译 将 只 用 于 评估 这 条 mRNA 是 否 适 用 于 进一步 的 翻译 。 如 果 mRNA 通过 了 这 个 测试 ， 

a 508 + 


当 此 mRNA 被 释放 并 在 细胞 质 扩 散 时 就 会 迫不及待 地 进行 翻译 。 
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图 7-106 无 义 介 导 的 mRNA 降解 模型 
根据 该 模型 ， 核 蛋白 (橙色 ) 标记 剪接 后 的 mRNA 分 子 上 的 外 显 子 - 外 显 子 边界 。 这 些 蛋 
白质 据 认为 随 剪接 反应 进行 组 装 ， 可 能 也 参与 了 成 熟 mRNA 从 细胞 核 向 外 转运 〈 图 6-40), 
成 熟 MRNA 由 核 停留 在 核 膜 附 近 ， 在 这 里 由 核糖 体 在 其 他 监控 蛋白 帮助 下 〈 绿 
色 ) 进行 一 轮 检验 性 的 翻译 〈 深 绿色 )。 如 果 在 到 达 最 后 的 外 显 子 -外 显 子 边界 前 过 到 框 内 
终止 密码 子 ，mRNA 就 会 进行 无 义 介 导 mRNA 降解 。 如 果 没 有 ，mRNA 就 从 核 被 膜 释 放 
《可 能 是 由 于 核 精 体 取代 了 外 显 子 -外 显 子 标记 蛋白 的 位 置 )， 并 能 在 细胞 质 中 自由 地 进行 多 
轮 翻译 。 根 据 显示 的 模型 ， 这 轮 检验 性 翻译 在 核 外 进行 ， 然 而 它 也 可 能 发 生 在 核 内 ， 在 
mRNA 输出 之 前 (摘自 J. Lykke-Anderson et al.,Cell 103; 1121~1131, 2000) 


无 义 介 导 的 降解 在 进化 中 可 能 发 挥 着 特别 重要 的 作用 ， 使 真 核 细 胞 能 够 更 加 容易 地 通过 
DNA 重 排 、 突 变 或 选择 性 剪接 模式 探索 新 基因 ， 从 而 仅仅 选择 出 那些 合成 出 长 度 先 
质 mRNA。 无 义 介 导 降解 在 发 育 的 免疫 系统 细胞 中 也 很 重要 ， 在 这 些 细胞 中 发 生 的 更 广泛 的 
重 排 PE 24-37) 常常 生成 提前 终止 的 密码 子 。 这 种 重 排 的 基因 产生 的 mRNA 被 这 个 监视 系 
统 降解 掉 ， 因 而 防止 截 短 的 蛋白 质 对 细胞 产生 有 害 作 用 。 


细胞 利用 RNA 干扰 来 沉默 基因 表达 


真 核 细 胞 利用 一 种 特殊 类 型 的 RNA 降解 作为 一 种 防御 机 制 来 破坏 外 来 RNA 分 子 ， 尤 其 
是 那些 借助 它们 在 细胞 内 以 双 链 形式 存在 才 得 以 鉴定 出 来 的 分 子 : 这 种 机 制 称 为 RNA 干扰 
(RNAi)， 它 在 大 量 的 生物 中 都 有 发 现 ， 包 括 单 细胞 真菌 、 植 物 、 蠕 虫 、 小 鼠 ， 可 能 还 有 人 
类 ， 表 明 它 在 进化 上 是 一 种 古老 的 防御 机 制 。 在 植物 中 ，RNA 干扰 保护 细胞 不 受 RNA 病毒 
的 侵害 。 在 其 他 类 型 的 生物 中 ， 认 为 它 防 止 了 经 由 RNA 中 间 产 物 进行 复制 的 转 座 元 件 的 增 
殖 (图 5-76)。 许 多 转 座 元 件 和 植物 病毒 在 它们 的 生命 周期 中 都 合成 双 链 RNA， 至 少 是 暂时 
地 合成 。RNAi 不 仅 有 助 于 控制 这 种 侵扰 ， 而 且 为 科学 家 提供 一 种 强大 的 实验 技术 来 关闭 单 
个 细胞 基因 的 表达 (图 8-65)。 

游离 双 链 RNA 的 存在 通过 吸引 含有 一 个 RNA 核酸 酶 和 一 个 RNA 解 螺旋 的 蛋白 质 复合 
体 来 引发 RNAi。 这 个 蛋白 质 复合 体 将 双 链 RNA 切割 成 小 片段 〈 将 近 23 个 核 背 酸 对 )， 它 们 
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仍然 和 酶 保持 连接 。 这 些 结合 的 RNA 片段 接着 引导 该 酶 复合 体 到 其 他 的 具有 互补 核 苷 酸 序 
BAY RNA 分 子 上 ， 并 由 这 个 酶 将 这 些 分 子 降解 掉 。 这 些 其 他 的 分 子 可 以 是 单 链 或 者 是 双 链 
的 《只 要 它们 有 一 条 互补 的 链 )。 通 过 这 种 方式 ， 科 学 家 能 利用 实验 方法 引入 一 条 双 链 RNA 
分 子 将 特定 的 细胞 mRNA 失 活 (图 7-107) 。 
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图 7-107 RNA 干扰 机 制 
左边 显示 的 是 外 来 双 链 RNA 分 子 的 命运 ， 它 们 由 一 个 巨大 蛋白 质 复合 体 中 的 RNase 酶 识别 ， 并 降解 成 长 度 大 约 
23 个 核 件 酸 对 的 小 片段 ， 这 些 片 彼 有 时 由 依赖 于 RNA 的 RNA 聚合 酶 扩 增 ， 并 且 在 这 种 情况 下 ， 能 有 效 地 传递 
到 子 细胞 中 。 如 果 外 来 RNA 核 萌 酸 序列 与 细胞 基因 的 类 似 〈 图 的 右边 )， 那 么 该 基因 成 熟 的 mRNA 也 会 通过 图 
中 所 未 的 途径 被 降解 挤 。 通 过 这 种 方式 ， 可 以 利用 实验 方法 向 细胞 引入 与 基因 核 苷 酸 序列 配对 的 双 链 RNA 来 关 
闭 掉 细胞 基因 的 表达 。RNA 干扰 也 需要 ATP 水 解 和 RNA 解 螺旋 酶 ， 可 能 是 为 了 产生 能 与 其 他 RNA 分 子 形成 碱 
基 对 的 单 链 RNA 分 子 


这 个 酶 复合 体 每 次 切割 一 个 新 RNA 的 时 候 ， 就 与 一 个 短 DNA 分 子 一 起 再 生 ， 这 样 最 初 
的 双 链 RNA 分 子 能 发 挥 催化 作用 破坏 许多 互补 RNA。 此 外 ， 短 双 链 RNA 切割 产物 自身 能 
被 其 他 的 细胞 酶 复制 ， 从 而 提供 了 甚至 更 加 扩大 的 RNA 干扰 活性 (图 7-107)。 这 种 放大 作 
用 确保 了 一 旦 起 始 ，RNA 干扰 就 能 持续 下 去 ， 即 便 在 起 始 的 双 链 RNA 已 全 部 被 降解 或 者 被 
稀释 时 也 如 此 。 例 如 ， 它 允许 后 代 细 胞 继续 携带 在 亲 代 细胞 中 激发 的 RNA 干扰 活性 。 此 外 ， 
RNA 干扰 活性 能 因 RNA 片段 从 一 个 细胞 向 另 一 个 细胞 的 转移 而 得 以 扩展 。 这 在 植物 中 尤其 
重要 〈 它 们 的 细胞 之 间 存在 精细 的 连接 通道 ， 讨 论 见 第 19 章 )， 因 为 它 使 整个 植株 仅仅 在 少 
数 细胞 被 感染 后 就 能 对 RNA 病毒 产生 抵抗 力 。 


小 结 


从 RNA 到 蛋白 质 途径 中 允许 许多 步骤 都 受到 细胞 的 调节 ， 以 便 调 控 基因 的 表达 。 大 部 


分 基因 据 认 为 都 在 多 种 水 平 上 受到 调控 ， 虽 然 转 录 起 始 的 调节 GERAR) 常常 占 主要 地 位 。 
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然而 ， 有 些 基因 以 恒定 的 水 平 转录 并 只 由 转录 后 调节 过 程 打开 或 者 关闭 。 这 些 过 程 包括 
ORNA 转录 提前 终止 导致 其 转录 物 的 弱化 ; 回 选择 性 剪接 位 点 的 选择 ; 图 切割 或 poly A 
加 成 对 形成 3 端的 调控 ; ORNA 编辑 ; 回 从 细胞 核 向 细胞 质 转运 的 调控 ; @mRNA 在 细胞 
特定 部 位 的 定位 ; 翻译 起 始 的 调控 ; 图 可 调节 的 RNA 降解 。 大 部 分 这 些 调控 过 程 需要 识 
别 受 调控 的 RNA 分 子 中 特定 的 序列 或 结构 。 这 种 识别 由 调节 蛋白 或 调节 RNA 分 子 来 完成 。 


基因 组 如 何 进化 


本 章 以 及 前 面 的 3 章 ， 我 们 讨论 了 基因 的 结构 ， 它 们 在 染色 体 上 的 排列 方式 ， 将 遗传 信 
息 转 变 为 功能 蛋白 和 RNA 分 子 的 复杂 的 细胞 装置 ， 以 及 细胞 调控 基因 表达 的 许多 途径 。 这 
一 部 分 ,我们 讨论 基因 和 基因 组 长 期 以 来 经 过 进化 ， 产 生 我 们 地 球 上 多 种 多 样 的 生命 形式 的 
一 些 方式 。 基 因 组 测序 根本 性 地 改变 了 我 们 有 关 分 子 进化 过 程 的 观点 ， 揭 示 了 大 量 令 人 惊奇 
有 关 生 物 和 进化 机 制 中 家 族 关系 的 信息 。 

在 广泛 不 同 的 生命 体 中 发 现 具有 类 似 功 能 的 基因 可 能 并 不 让 人 奇怪 。 但 过 去 20 年 来 最 重 
要 的 事实 却 是 发 现实 际 上 许多 基因 的 序列 都 非常 保守 ， 以 至 于 跨 过 巨大 的 种 系 发 生 距 离 仍然 
能 常常 发 现 同 源 基 因 ， 也 就 是 ， 申 于 共有 相同 的 祖先 导致 核 苷 酸 序列 相似 的 基因 。 例 如 ， 在 
线虫 、 果 蝇 、 酵 母 ， 甚 至 细菌 这 些 生 物 中 能 找到 许多 人 类 基因 显而易见 的 同系 物 。 

第 3 章 讨论 过 ， 并 将 在 第 8 章 再 次 讨论 到 ， 识 别 序列 同 源 性 已 成 为 推理 基因 和 和 蛋白质 功 
能 的 主要 方式 。 尽 管 找到 这 样 一 种 同系 物 并 不 能 保证 在 功能 上 相似 ， 但 已 证 明 它 是 一 种 很 好 
的 线索 。 因 此 ， 通 过 比较 一 个 还 没有 生物 化 学 和 遗传 信息 可 利用 的 人 类 基因 序列 和 其 他 生物 
中 经 过 广泛 研究 的 基因 序列 ， 有 可 能 估计 出 这 个 基因 的 功能 。 

基因 序列 常常 比 整个 基因 组 结构 保守 性 更 强 。 第 4 章 讨论 过 ， 基 因 组 的 组 织 特征 ， 例 如 ， 
基因 组 大 小 、 染 色 体 数 目 、 基 因 在 染色 体 上 的 排列 顺序 、 内 含 子 的 丰 度 和 大 小 、 重 复 DNA 
的 数量 在 不 同 生物 中 发 现 差别 很 大 ， 基 因 的 实际 数目 也 是 如 此 。 

基因 数目 与 生物 的 表 型 复杂 度 只 是 大 致 上 相关 。 例 如 ， 目 前 估计 面包 酵母 的 基因 数 是 
6000 个 ， 线 虫 的 基因 数 是 18 000 个 ， 果 蝇 的 基因 数 是 13 000 个 ， 人 类 基因 数 是 30 000 个 
( 表 1-1)。 我 们 将 很 快 看 到 ， 基 因数 目 随 生 物 复杂 度 增 加 而 增加 大 多 涉及 紧密 相关 的 基因 家 族 
的 扩 增 ， 这 个 事实 将 基因 重复 和 趋 异 确立 为 主要 的 进化 过 程 。 事 实 上 ， 可 能 所 有 现今 基因 都 
是 存在 于 早期 生命 形式 中 的 一 些 古老 基因 的 后 裔 一 一 经 由 复制 、 趋 异 和 基因 片段 重新 搭配 的 


拷贝 和 维持 DNA 的 正常 机 制 失灵 引起 基因 组 改变 


除 少数 例外 ， 细 胞 不 具备 改变 它们 基因 组 结构 的 特殊 机 制 : 进化 而 是 依赖 于 偶然 事件 和 
错误 。 所 发 生 的 大 部 分 遗传 改变 只 是 由 于 基因 组 拷贝 或 损伤 后 修复 的 正常 机 制 失灵 而 产生 ， 
尽管 可 移动 DNA 元 件 也 起 着 重要 作用 。 第 5 章 我 们 曾 讨论 过 ， 维 持 DNA 序列 的 机 制 相 当 精 
确 ， 但 是 它们 并 不 是 完美 无 忒 的 。 例 如 ， 由 于 使 DNA 序列 能 够 高 度 忠实 地 遗传 下 去 的 复杂 
DNA 复制 和 DNA 修复 机 制 的 存在 ， 每 20 万 年 大 约 每 1000 个 核 苷 酸 对 中 只 有 一 个 发 生 随 机 
改变 。 即 使 如 此 ， 在 一 个 具有 10 000 个 体 的 群体 中 ，100 万 年 时 间 内 每 个 可 能 的 核 苷 酸 替 换 
都 检验 了 约 50 次 一 一 对 于 物种 进化 来 说 ，100 万 年 只 是 一 段 很 短 的 时 间 而 已 。 

DNA 复制 、DNA 重组 或 DNA 修复 中 出 现 错误 或 者 能 引起 DNA 序列 的 简单 改变 ， 例 
如 ， 一 种 碱 基 对 替代 了 另 一 种 碱 基 对 ， 或 者 引起 大 规模 的 基因 重 排 ， 如 删除 、 重 复 、 倒 位 和 

< 


DNA 从 一 个 染色 体 向 另 一 个 染色 体 的 转 位 。 有 人 认为 这 些 错误 发 生 的 速率 本 身 已 被 进化 过 程 
定型 ， 以 提供 一 个 基因 组 稳定 和 变化 之 间 可 接受 的 平衡 。 

除 复制 和 修复 机 制 失 灵 以 外 ,第 5 章 描述 过 的 各 种 可 移动 DNA 元 件 也 是 产生 遗传 变化 
的 重要 来 源 。 尤 其 是 ， 作 为 占据 基因 组 的 寄生 DNA 序列 ， 转 座 DNA 元 件 GEET), RIE 
主要 作用 并 能 在 基因 组 中 散布 。 在 此 过 程 中 ， 它 们 常常 干扰 所 处 基因 的 功能 或 改变 它们 的 调 
控 ; 有 时 通过 转 座 序列 和 现 有 基因 融合 ， 它 们 甚至 共同 生成 新 的 基因 。 表 5-3 提供 了 3 类 主 
要 的 转 座 子 实例 。 经 历 长 期 的 进化 以 后 ， 这 些 转 座 子 已 经 深远 地 影响 了 基因 组 的 结构 。 两 种 
物种 间 基 因 组 序列 的 差异 与 它们 分 别 进 化 的 时 间 长 短 呈 比例 。 


两 个 物种 基因 组 序列 的 差别 与 它们 独自 进化 以 来 经 历 的 时 间 长 短 呈 比例 


现存 物种 基因 组 之 间 的 差别 是 经 历 至 少 30 多 亿 年 后 积累 而 成 的 。 虽 然 缺 少 长 期 以 来 发 生 
改变 的 直接 记录 ， 可 是 我 们 能 够 对 当今 生物 基因 组 进化 详细 的 比较 后 ， 重 建 出 基因 组 进化 的 

比较 基因 组 学 的 基本 工具 是 系统 树 。 一 个 简单 的 例子 就 是 描述 人 类 从 巨 狼 趋 异 进 化 的 系 
统 树 (图 7-108)。 这 个 树 的 主要 支持 证 据 来 源 于 基因 和 蛋白质 序列 的 比较 。 例 如 ， 人 类 基因 
或 重 白 质 的 编码 序列 和 巨 猿 之 间 的 比较 典型 地 揭示 出 人 类 和 黑猩猩 之 间 差 异 最 小 而 人 类 和 狸 
狸 之 间 差 异 最 大 。 


iB 最 早 的 共同 祖先 


距 今 百 万 年 


0 00 
人 黑猩猩 大 猩猩 猩猩 
图 7-108 ”基于 核 背 酸 序 列 数据 的 显示 人 类 和 巨 猿 之 间 关系 的 系统 树 
如 图 所 示 ， 据 估计 ， 全 部 4 个 物种 基因 组 序列 与 它们 最 近 的 共同 祖先 基因 组 序列 差异 达 1. 5% 还 多 一 点 。 由 于 变化 
在 两 个 趋 异种 系 独立 产生 ， 所 以 逐 对 比较 揭示 了 2 信 的 与 最 近 的 共同 祖先 相 比 的 序列 趋 异 程度 ， 例 如 ， 人 类 - 狸 独 
比较 典型 地 表明 序列 趋 异 达 3% 多 一 点 ， 而 人 类 - 猩 狸 比较 表明 趋 异 约 达 1. 2% (GFI F. -C Chen and W, -H. Li, 
Am, J. Hum, Genet, 68: 444~456, 2001) 


对 于 密切 相关 的 生物 如 人 类 和 黑猩猩 来 说 ， 有 可 能 重建 出 这 两 个 物种 已 灭绝 的 最 近 共同 
祖先 的 基因 序列 (图 7-109)。 人 类 和 黑猩猩 之 间 紧 密 的 相似 性 主要 是 由 于 在 这 两 个 趋 异 的 种 
系 可 以 用 来 累积 突变 的 时 间 太 短 ， 而 不 是 由 于 功能 限制 将 这 些 序列 保持 相同 ， 这 种 观点 的 证 
据 来 源 ， 在 于 观察 到 在 功能 上 即使 核 苷 酸 顺序 不 受 限制 的 DNA 序列 也 几乎 一 模 一 样 ， 例 如 ， 
编码 血 纤 肽 的 序列 或 者 “ 同 义 ” 密 码 子 〈 指 令 相同 氨 基 酸 的 密码 子 ， 图 7-109) 的 第 三 个 
位 置 。 

对 于 相关 性 不 太 密切 的 生物 ， 如 人 类 和 小 鼠 ， 基 因 中 发 现 的 序列 保守 性 主要 是 由 于 纯化 
选择 〈 也 就 是 说 除去 携带 有 干扰 重要 基因 功能 的 突变 个 体 )， 而 不 是 由 于 允许 发 生 突变 的 时 间 
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人 GTGCCCATCCAAAAAGTCCAAGATGACACCAAAACCCTCATCAAGACAATTGTCACCAGG 
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图 7-109 从 人 类 和 黑猩猩 瘦 蛋 白 基因 编码 区 序列 比较 中 追溯 始祖 序列 
首 佛 白 是 一 种 调节 食物 摄取 和 能 量 利用 以 应 答 脂肪 储备 基 的 激素 。 如 绿色 表示 的 密码 子 框 所 示 ， 这 两 个 序列 中 只 有 5 
个 密码 子 不 同 〈 总 共 441 个 核 苷 酸 )。 此 外 ， 如 果 核 查 一 下 人 类 和 黑 狸 狸 的 序列 编码 的 氨基 酸 ， 就 会 发 现 这 5 A 
中 只 有 一 个 编码 的 氨基 酸 不 同 。 图 中 也 显示 了 大 狸 独 中 这 5 个 不 同位 点 每 一 个 的 相应 序列 。 在 两 种 情况 下 ， 大 猩猩 的 
序列 与 人 类 序列 一 致 ， 而 在 3 种 情况 下 与 黑 狸 狮 的 序列 一 致 ， 那 么 最 近 的 共同 祖先 中 瘦 蛋 白 革 因 的 序列 是 什么 呢 ? 当 
这 些 序列 一 致 时 ， 一 种 设法 将 人 类 和 黑猩猩 基 因 在 进化 过 程 中 假定 发 生 过 的 突变 数目 最 小 化 的 进化 异型 ， 把 最 近 的 共 
同 祖先 瘦 蛋 白 序列 与 人 类 和 黑猩猩 序列 相同 作为 前 提 ;， 如 果 这 些 序列 不 一 致 ， 就 利用 大 独 猩 的 序列 作为 突破 口 。 为 了 
方 使 起 见 ， 只 给 出 了 瘦 蛋 白 编码 序列 前 300 个 核 昔 酸 。 剩 余 的 141 个 核 苷 酸 在 人 类 和 黑猩猩 之 间 是 相同 的 


不 够 长 。 结 果 ， 限 制 用 于 与 保守 蛋白 质 发 生 高 度 特异 相互 作用 的 DNA 中 ， 蛋 白质 编码 序列 
和 调控 序列 常常 显著 地 保守 。 相 比 之 下 ， 人 类 和 小 鼠 基因 组 中 大 多 数 DNA 序列 趋 异 得 如 此 
之 远 以 至 于 常常 不 可 能 将 它们 彼此 对 比 起 来 。 

以 分 子 序列 和 化 石 记 录 的 比较 作为 基础 的 系统 树 整合 产生 了 最 合适 的 看 待 现 代 生 命 形式 
进化 的 观点 。 基 于 发 现 化 石 的 岩石 结构 中 放射 性 同位 素 训 变 ， 化 石 记录 作为 鉴定 绝对 年 代 的 
来 源 ， 仍 然 很 重要 。 然 而 ， 从 化 石 记录 难以 建立 物种 间 精 确 的 趋 异 次 数 ， 即 使 对 于 那些 留 下 
具有 不 同形 态 的 完好 化 石 的 物种 来 讲 也 是 如 此 。 在 一 个 新 的 物种 数量 扩大 到 足够 多 以 至 于 留 
下 可 以 发 现 的 化 石 记 录 以 前 ,该 种 群 长 期 以 来 可 能 都 很 小 并 在 地 理 上 受 局 限 。 此 外 ， 即 使 一 
个 化 石 与 目前 的 物种 密切 相似 ， 也 不 能 肯定 它 就 是 这 个 物种 的 祖先 ， 这 个 化 石 可 能 来 自 于 已 
灭绝 的 种 系 ， 而 当前 物种 的 祖先 可 能 仍然 不 知道 。 

整合 的 系统 树 支持 这 样 的 基本 观点 ， 就 是 在 特定 基因 或 蛋白 质 序列 中 以 恒定 的 速率 发 生 
着 变化 ， 至 少 在 世代 时 间 和 整体 生物 学 特征 彼此 非常 相似 的 物种 的 种 系 中 是 这 样 。 分 子 钟 假 
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说 就 是 指 序列 改变 的 这 种 明显 的 恒定 速率 。 第 5 章 描 述 过 ， 在 没有 经 历 纯化 选择 的 序列 中 分 
子 钟 运行 得 最 迅速 ， 这 些 序列 包括 ， 基 因 间 区 域 、 缺 少 剪 接 或 调控 信号 的 内 含 子 部 分 ， 以 及 
因 突变 导致 不 可 逆 失 活 的 基因 (所谓 的 假 基因 )。 在 遭受 很 强 的 功能 限制 的 序列 中 分 子 钟 运行 
得 最 慢 ， 例 如 ， 和 大 量 其 他 蛋白 质 特异 地 相互 作用 并 因而 结构 高 度 受 限 的 蛋白 质 ， 如 肌 动 蛋 
白 的 氨基 酸 序列 (图 16-15), 

由 于 分 子 钟 运行 的 速率 由 突变 速率 和 特定 序列 纯化 选择 的 数量 决定 ， 所 以 细胞 内 由 不 同 
系统 复制 和 修复 的 基因 需要 不 同 的 标定 刻度 。 最 明显 的 是 ， 由 于 线粒体 的 高 突变 性 ， 以 功能 
上 不 受 限制 的 线粒体 DNA 序列 为 基础 的 分 子 钟 比 以 功能 上 不 受 限制 的 核 内 序列 为 基础 的 分 
子 钟 的 运行 要 快 得 多 。 

分 子 钟 比 化 石 记录 具有 更 精细 的 时 间 分 辩 率 ， 比 起 经 典 的 以 不 同 物种 形态 和 发 育 的 比较 
为 基础 的 系统 树 构建 方法 ， 也 是 一 个 更 可 靠 的 构建 系统 树 详细 结构 的 指导 方法 。 例 如 ， 直 到 
20 世纪 80 年 代 积 累 了 足够 分 子 序列 数据 因而 得 以 产生 图 7-108 中 所 示 的 系统 树 时 ， 巨 狂 和 人 
类 种 系 之 间 精 确 的 关系 才 获 得 解决 。 


人 类 和 黑猩猩 的 染色 体 非 常 相似 


我 们 刚才 看 到 不 同 物种 同 源 基因 之 间 序 列 相似 性 的 程度 由 这 两 个 物种 共有 祖先 之 后 经 历 
的 时 间 来 决定 。 相 同 的 原理 也 适用 于 规模 更 大 的 基因 组 结构 改变 。 

人 类 和 黑猩猩 基因 组 ， 它 们 独自 进化 的 历史 达 500 万 年 ， 在 整体 组 织 方面 仍然 几乎 完全 
一 样 。 不 仅 人 类 和 黑猩猩 看 起 来 拥有 本 质 上 相同 的 一 套 30 000 个 基因 ， 而 且 这 些 基因 在 两 个 
物种 的 染色 体 上 以 几乎 相同 的 方式 排列 〈 图 4-57) 。 唯 一 的 重要 差别 就 是 人 类 2 号 染色 体 由 两 
条 染色 体 融 合 而 成 ， 而 它们 在 黑猩猩 、 大 猩猩 和 猩猩 中 都 是 单独 存在 。 

即便 是 转 座 子 活性 产生 的 基因 组 大 规模 重 塑 对 于 500 万 年 规模 的 人 类 -黑猩猩 趋 异 也 只 
有 很 小 的 影响 。 例 如 ， 两 者 基因 组 中 都 存在 的 反 转 座 子 Alu 家 族 的 100 万 个 拷贝 中 ， 超 过 
99% 都 处 于 对 应 的 位 置 上 。 这 个 事实 表明 在 人 类 和 黑猩猩 种 系 趋 异 之 前 ， 我 们 基因 组 中 大 
部 分 Alu 序列 经 历 了 重复 和 转 座 。 然 而 ，Alu 家 族 仍然 在 活跃 地 转 座 。 因 此 ， 目 前 已 观察 
到 一 些 例子 ， 其 中 新 的 Alu 插入 导致 人 类 遗传 疾病 ; 这 些 情况 涉及 这 个 DNA 转 座 到 患者 
父母 基因 组 中 未 被 占据 的 一 个 位 点 。 从 更 一 般 意 义 上 讲 ， 存 在 一 类 “人 类 特异 ”的 Alu 序 
列 ， 它们 占据 人 类 基因 组 中 某 些 在 黑猩猩 中 未 被 占据 的 位 点 。 由 于 似乎 缺少 精确 切割 Alu 
序列 的 机 制 ， 所 以 这 些 人 类 特异 的 Alu 序列 很 可 能 反映 了 人 类 种 系 中 新 的 插入 ， 而 不 是 黑 
猩猩 种 系 中 的 删除 。 所 有 人 类 特异 的 Alu 序列 之 间 紧 密 的 序列 相似 性 表明 它们 有 一 个 较 近 
的 共同 祖先 ， 甚 至 有 可 能 存在 一 个 “原始 拷贝 ”Alu 序列 ， 只 有 它 仍然 能 够 在 人 类 中 大 量 
产生 自身 新 拷贝 。 


人 类 和 小 鼠 染 色 体 比 较 表 明了 基因 组 大 规模 的 结构 趋 异 是 如 何 发 生 的 


比 起 人 类 与 小 鼠 基因 组 ， 人 类 和 黑猩猩 基因 组 更 加 相似 。 虽 然 小 鼠 基因 组 大 小 几乎 相同 
并 且 它 含有 几乎 完全 一 样 的 基因 ， 但 是 累积 变化 的 时 期 更 长 〈 小 鼠 将 近 10 亿 年 ， 而 人 类 为 
500 万 年 )。 也 有 可 能 哇 齿 类 拥有 显著 高 于 人 类 的 突变 率 ; 在 这 些 情况 下 ， 人 类 和 小 鼠 基 因 组 
之 间 巨 大 的 分 歧 可 能 以 哮 肯 类 种 系 中 快速 的 序列 改变 占 主导 地 位 。 然 而 ， 突 变 率 种 系 特异 的 
差别 难以 可 靠 地 加 以 估计 ， 并 且 在 当今 生物 中 观察 到 的 它们 对 序列 趋 异 模式 所 起 到 的 作用 仍 
然 引起 广泛 的 争论 。 
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正如 图 7-110 DNA 序列 比较 所 表明 的 那样 ， 突 变 导致 人 类 和 小 鼠 之 间 在 所 有 非 选择 压 
力 下 的 位 点 存在 广泛 的 序列 趋 异性 ， 如 内 含 子 核 苷 酸 序列 。 实 际 上 ， 人 类 -小 鼠 序 列 比较 比 人 
类 -黑猩猩 序列 比较 能 够 提供 更 多 的 有 关 基 因 的 功能 限制 信息 。 在 后 者 比较 的 情况 下 ， 几 乎 所 
有 序列 位 置 都 相同 ， 仅 仅 是 因为 最 近 的 一 个 共同 祖先 之 后 没有 足够 的 时 间 让 大 量 的 变化 发 生 。 
相 比 之 下 ， 由 于 人 类 -小 鼠 比 较 中 的 功能 限制 ， 基 因 中 的 外 显 子 伍 然 是 内 含 子 海洋 中 保守 的 
小 岛 。 


i HEF- ARF 

anacom VTGACACCAAAACCCTCATCAAGACCAT ronca PA-OGAGTETCN ATGTAGONCTAGA 
GTOCCEATCCAAAAAGTCCANGN TCANGACAATIOTCACCAOGA TCAA TOACA NGGAGMST-ATCCSCCGACAAA OPAGNACTGEA 
人 类 


图 7-110 ”部 分 小 局 瘦 蛋白 和 人 类 瘦 蛋 白 基因 的 比较 
绿色 框 表示 只 有 一 个 核 苷 酸 取代 差异 的 序列 位 置 ， 黄 色 表 示 其 他 的 插 人 或 删除 核 苷 酸 差异 的 位 置 ， 注 意外 显 子 的 编码 序 
列 比 相 邻 内 含 子 序列 要 保守 得 多 


随 着 完成 测序 的 基因 组 不 断 增 加 ， 比 较 基因 组 分 析 正 成 为 越 来 越 重要 的 鉴定 它们 重要 的 
功能 位 点 的 方法 。 例 如 ， 相 关 性 很 小 的 生物 之 间 可 读 框 的 保守 性 比 任何 一 个 基因 组 的 电脑 分 
析 都 能 提供 更 强 有 力 的 证 据 ， 来 表明 这 些 序列 确实 是 表达 基因 的 外 显 子 。 将 来 ， 复 杂 基 因 组 
(如 人 类 和 小 鼠 的 基因 组 ) 的 生物 学 注释 将 很 大 程度 上 依赖 于 鉴定 在 多 个 相关 性 较 远 的 哺乳 动 
物 基因 组 中 都 保守 的 序列 特征 。 

与 人 类 和 黑猩猩 中 的 情况 相 比 ， 局 部 基因 序列 和 整体 染色 体 组 织 在 人 类 和 小 鼠 之 间 已 大 
大 趋 异 了 。 根 据 粗略 的 估计 ， 自 从 人 类 和 人 小 鼠 这 两 个 物种 共有 最 后 一 个 祖先 以 来 ， 在 这 两 个 
种 系 中 总 共 发 生 了 大 约 180 次 断裂 和 再 连接 事件 。 在 此 过 程 中 ， 虽 然 这 两 个 物种 的 染色 体 数 
目 相似 〈 人 类 单 倍 体 基因 组 是 23 条 染色 体 ， 而 小 鼠 为 20 条 )， 但 它们 整体 结构 相差 很 大 。 例 
如 ， 尽 管 在 大 多 数 人 类 染色 体 上 ， 中 心 粒 占据 了 相对 居中 的 位 置 ， 但 它们 在 小 鼠 中 靠近 每 个 
染色 体 的 一 个 末端 。 然 而 ， 即 使 在 大 量 的 基因 洗 牌 之 后 ， 仍 然 存在 许多 DNA 大 片段 ， 其 中 
的 基因 顺序 在 人 类 和 小 鼠 中 是 相同 的 。 染 色 体 中 存在 这 些 保守 基因 顺序 的 区 域 称 为 同 线性 区 
(图 4-18) 。 

人 类 和 小 鼠 中 转 座 子 家 族 的 分 析 提供 了 其 他 有 关 长 期 趋 异 将 这 两 个 物种 分 开 的 证 据 。 虽 
然 人 类 主要 的 反 转 座 子 在 小 鼠 中 有 对 应 物 ， 如 人 类 Alu 重复 在 序列 和 转 座机 制 方面 与 小 鼠 Bl 
家 族 相似 ， 但 这 两 个 家 族 在 两 个 种 系 中 独立 进行 扩 增 。 即 便 在 那些 人 类 和 小 鼠 序列 保守 性 大 
到 足以 允许 可 靠 重 排 的 区 域 ， 人 类 基因 组 Alu 元 件 的 位 置 与 小 鼠 基因 组 中 Bl 元 件 所 处 对 应 
片段 还 是 没有 相关 性 (图 7-111) 。 


难以 重 构 远古 基因 组 的 结构 


可 以 对 远古 生物 的 基因 组 进行 推测 ， 却 绝 不 可 能 直接 观察 到 : 今天 已 没有 存活 的 远古 生 
物 。 虽然 诸 如 马蹄 蟹 这 种 生物 看 起 来 与 20 亿 年 前 生长 的 化 石 祖先 显著 相似 ， 但 完全 有 理由 相 
信 马 蹄 蟹 在 此 期 间 一 直 和 其 他 进化 种 系 一 样 以 相同 的 速率 进行 着 改变 。 选 择 性 限制 必定 维持 
着 马蹄 艇 基因 组 重要 的 功能 特征 ， 从 而 导致 种 系 的 形态 稳定 性 。 然 而 ， 基因组 序列 揭示 出 经 
历 纯化 选择 的 基因 组 只 是 一 小 部 分 ， 因此 现代 马蹄 稻 的 基因 组 必须 与 其 灭绝 的 祖先 有 很 大 的 
差别 ,这 些 我 们 只 能 通过 化 石 记录 了 解 到 。 

早已 绝种 的 生物 基因 组 即便 是 大 体 上 的 特征 也 难以 推测 。 一 个 重要 的 例子 就 是 所 谓 的 内 
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图 7-111 人 类 和 小 鼠 基 因 组 中 户 珠 蛋 白 基因 镇 的 比较 ， 显 示 了 转 座 子 元 件 的 位 置 
这 段 人 类 基因 组 含有 5 个 功能 及 珠 蛋白 类 似 的 基因 〈 橙 色 )， 而 小 鼠 中 同类 序列 中 只 含有 4 个 。 绿 色 环 表示 
人 类 Alu 序列 所 在 位 置 。 红 色 环 表示 人 类 L 序列 所 在 位 置 。 小 鼠 基因 组 含有 不 同 但 相关 的 转 座 元件 ，Bl 元 
件 所 在 位 置 用 蓝 色 三 角 符 号 表示 〈 它 与 人 类 Alu 序列 相关 )， 小 鼠 Ll 元件 (与 人 类 LI 序列 相关 ) 所 在 位 置 
用 黄色 三 角 符 号 表示 。 珠 蛋白 结构 基因 中 转 座 元 件 的 缺少 归功 于 纯化 选择 ， 它 可 能 已 将 任何 破坏 基因 功能 的 
插 人 副 除 掉 〈 经 Ross Hardison and Webb Miller 许可 ) 


含 子 早生 与 内 含 子 后 生 的 争论 。1977 年 发 现 后 生动 物 的 编码 序列 被 内 含 子 隔 开 之 后 不 入， 就 
出 现 了 有 关内 含 子 是 反映 了 地 球 生命 进化 过 程 中 后 天 获得 的 ， 还 是 在 最 早 的 基因 中 就 存在 的 
争论 。 根 据 内 含 子 早 生 模型 = 物 ， 如 细菌 失去 存在 于 它们 的 祖先 中 的 内 含 子 
因为 它们 要 选择 出 一 个 适应 迅速 复制 的 紧密 基因 组 。 这 种 观点 受到 内 含 子 后 生 模型 的 挑战 
在 这 种 模型 中 内 含 子 被 看 作 是 在 单 细胞 生物 进化 很 久 以 后 ， 可 能 是 通过 某 种 类 型 转 座 子 的 作 
用 ， 插 入 到 无 内 含 子 的 基因 中 
目前 还 没有 可 靠 的 方式 解决 这 个 争论 。 现 存 基因 组 的 比较 研究 能 提供 有 关 不 同 进化 种 系 
中 内 含 子 获得 和 丢失 速率 的 估计 。 然 而 ,这 些 估计 只 是 间接 与 几 十 亿 年 前 基因 组 是 如 何 组 织 
起 来 的 各 个 问题 有 关 。 细 菌 和 人 类 都 是 同样 “现代 ”的 生物 ， 两 者 的 基因 组 与 它们 最 近 的 一 
个 共同 祖先 的 基因 组 差别 如 此 巨大 以 至 于 我 们 只 能 推测 这 个 非常 古老 的 始祖 基因 组 的 特征 。 
当 两 种 现代 生物 的 基因 中 共有 几乎 相同 的 内 含 子 位 
置 模式 的 时 候 ， 我 们 能 确定 这 两 个 物种 的 最 近 共 同 祖先 
中 存在 这 些 内 含 子 。 对 人 类 和 河豚 进行 比较 能 说 明 这 一 
点 (图 7-112)。 河 豚 基 因 组 不 寻常 的 地 方 就 是 对 于 一 个 
将 椎 动物 来 讲 它 异 常 得 小 〈4 亿 个 核 篆 酸 对 ， 相 比 之 
下 ,许多 其 他 鱼 类 有 10 亿 个 或 更 多 ， 典 型 哺乳 动物 有 
30 亿 个 )。 河 豚 基 因 组 不 大 ， 几 乎 完全 是 因为 其 内 合子 
ele wee 很 小 。 特 别 是 河豚 内 含 子 以 及 河豚 基因 组 其 他 编码 片 
(经 Byrappa VenKatesh 许可) BE, 缺少 在 大 多 数 经 过 详细 研究 的 消 椎 动物 构成 基因 组 
大 部 分 的 重复 DNA。 然而， 相对 于 它们 在 哺乳 动物 基 
因 组 中 的 位 置 来 说 ,河豚 内 含 子 的 位 置 几乎 完全 地 保守 (图 7-113)。 
关于 河豚 内 含 子 为 什么 这 么 小 的 问题 让 人 想起 内 含 子 早生 与 内 含 子 后 生 争 论 。 显 然 ， 或 
者 是 内 合子 在 许多 种 系 中 生长 而 在 河豚 种 系 中 保持 很 小 ， 或 者 是 河豚 种 系 发 生 了 重复 序列 从 
其 内 含 子 中 大 规模 丢失 。 我 们 已 清楚 地 了 解 了 基因 组 如 何 能 够 通过 活路 转 座 生长 ， 因 为 大 部 
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河豚 基因 


00 100.0 180.0 
核 音 酸 对 / 千 


图 7-113 ”编码 了 享 廷 顿 蛋白 的 人 类 基因 和 河豚 基因 的 基因 组 序列 比较 
两 个 基因 (用 红色 表示 ) 都 含有 67 个 短 外 显 子 ， 它 们 彼此 按 1 : 1 的 比例 对 应 排列 : 这 些 外 显 子 用 曲线 连接 起 
来 。 人 类 的 基因 比 河豚 的 基因 大 7. 5 倍 (180 000 : 24 000 个 核 背 酸 对 )。 大 小 差别 全 部 是 因为 人 类 有 更 大 的 内 
合子 。 人 类 内 含 子 较 大 一 部 分 是 因为 存在 反 转 录 转 座 子 ， 它 们 的 位 置 用 绿色 策 直 线 表示 河豚 内 含 子 缺少 反 转 
录 转 座 子 。 存 人 类 中 亨廷顿 基因 突变 引起 享 廷 顿 病 ， 一 种 遗传 性 神经 退行 性 训 乱 (摘自 S。 Baxendale et al., 
Nat. Genet, 10; 67~76, 1995) 


分 转 座 事 件 是 复制 性 的 [也 就 是 说 ， 原 始 拷贝 保留 在 原 处 ， 而 它 的 一 个 拷贝 插 人 到 新 位 点 
(图 5-72 和 图 5-76)]。 对 于 在 经 过 仔细 研究 的 生物 中 ， 以 将 会 威胁 种 系 生存 的 速率 ， 从 大 量 
位 点 有 效 地 删除 转 座 子 的 同时 却 不 删除 相 邻 的 重要 功能 序列 的 突变 过 程 ， 其 证 据 就 极其 少见 
了 。 然 而 ,河豚 异常 小 的 内 含 子 的 起 源 仍然 不 清楚 。 


在 进化 过 程 中 ， 基 因 重 复 和 趋 异 是 产生 遗传 新 颖 性 的 关键 来 源 


到 目前 为 止 ， 我 们 有 关 基 因 组 进化 的 讨论 已 经 强调 了 中 性 变化 过 程 或 者 纯化 选择 的 影响 。 
然而 ， 基 因 组 进化 最 重要 的 特征 是 基因 组 变化 能 够 产生 在 进化 过 程 中 可 被 正 向 选择 的 生物 学 
新 颖 性 ， 从 而 产生 了 新 生物 类 型 。 

比较 看 起 来 非常 不 同 的 生物 后 阐明 了 遗传 新 颖 性 的 一 些 来 源 。 这 些 比 较 的 一 个 显著 特征 
就 是 种 系 特异 基因 〈 例 如 ， 在 灵 长 类 中 存在 ， 在 员 齿 类 中 却 不 存在 的 基因 ， 或 者 是 在 哺乳 动 
物 中 发 现 ， 在 其 他 疹 椎 动物 中 却 未 发 现 的 基因 ) 相对 很 少 。 比 这 要 显著 得 多 的 是 先 存 基因 家 
族 的 选择 性 扩 增 。 在 人 类 、 线 虫 、 果 蝇 这 些 已 完全 测序 的 生物 中 编码 核 内 激素 受 体 的 基因 证 
明了 这 一 点 (图 7-114)。 在 所 有 这 3 种 生物 中 ， 这 些 核 内 受 体 〈 也 称 作 细胞 内 受 体 ) 的 许多 
亚 型 有 相近 的 同系 物 ， 它 们 彼此 之 间 的 相似 性 比 它们 与 同一 物种 中 存在 的 其 他 亚 型 之 间 的 相 
似 性 更 大 。 因 此 ， 整 个 基因 大 家 族 功能 趋 异 有 许多 必须 在 这 3 个 进化 种 系 趋 异 之 前 进行 。 随 
后 该 基因 家 族 的 一 个 主要 分 支 仅仅 在 线虫 中 经 历 了 大 量 的 扩 增 。 特 定 亚 型 的 类 似 但 更 小 的 种 
系 特异 性 扩 增 在 整个 基因 家 族 系统 树 中 都 是 明显 的 ， 而 且 它们 在 人 类 中 特别 明显 ， 表 明 这 种 
扩 增 提供 了 通 向 增加 生物 学 复杂 性 的 途径 。 

基因 重复 看 来 在 所 有 进化 种 系 中 都 以 高 频率 发 生 。 在 许多 不 同 真 核 基因 组 中 对 重复 基因 
趋 异 的 丰 度 和 频率 进行 检验 后 表明 ， 任 何 特定 基因 发 生成 功 的 重 排 事件 〈 也 就 是 说 一 个 物种 
大 多 数 或 全 部 个 体 都 发 生 重复 ) 的 可 能 性 大 约 是 每 100 万 年 有 1%。 对 基因 重复 的 精确 机 制 

“517 + 


A = 超过 200 个 
线虫 基因 


j= 


超过 30 个 基因 


图 7-114 基于 人 类 (H. sapiens), mh (C. elegans) FRM (D. melangaster) 
基因 组 中 编码 的 所 有 核 内 激素 受 体 推测 出 的 蛋白 质 序列 的 系统 树 
三 角形 代表 单个 进化 种 系 中 发 生 扩 增 的 蛋白 质 亚 家 族 ， 这 些 三 角 符 号 的 宽度 表示 编码 这 些 亚 家 族 成 员 基因 的 数 
基 。 彩 色 的 垂直 条 带 表示 单个 基因 ， 对 于 过 去 发 生 的 导致 产生 编码 核 内 受 体 基因 家 族 的 重复 和 趋 异 事件 ， 在 3 种 
现代 生物 中 不 存在 它们 的 简单 模式 。 图 7-14 中 显示 了 特定 核 内 激素 受 体 的 部 分 结构 ， 第 15 章 则 对 它们 的 功能 进 
行 了 一 般 描述 摘自 国际 人 类 基因 组 测序 共同 体 ，Nature 409; 860 一 921，2001) 


所 知 甚 少 。 然 而 ， 由 于 重复 导致 基因 的 两 份 拷贝 常常 紧 挨 着 排列 ， 所 以 有 人 认为 双 链 染色 体 
断裂 的 不 精确 修复 导致 重复 频繁 地 发 生 〈 图 5-53) 。 


重复 的 基因 发 生 趋 异 


基因 组 进化 中 一 个 主要 的 问题 涉及 新 重复 基因 的 命运 。 在 大 多 数 情 况 下 ， 根 据 推测 很 少 
或 者 没有 选择 〈 至 少 最 初 的 时 候 ) 来 维持 重复 状态 ， 因 为 任何 一 个 拷贝 都 能 提供 相同 的 功能 。 
因此 ， 许 多 重复 事件 发 生 之 后 可 能 在 某 个 或 其 他 基因 中 发 生 功能 丢失 突变 。 这 个 循环 将 在 功 
能 上 恢复 重复 以 前 的 单 基 因 状态 。 事 实 上 ， 在 目前 的 基因 组 中 有 很 多 例子 ， 能 在 其 中 看 到 一 
个 重复 基因 的 拷贝 之 一 因 多 次 突变 已 经 不 可 递 地 失 活 了 。 长 期 以 后 ， 可 以 想到 这 种 假 基因 和 
因 重复 产生 该 假 基因 的 功能 基因 之 间 的 序列 相似 性 ， 会 由 于 假 基因 中 累积 许多 突变 而 逐渐 减 
少 ， 最 终 变 得 难以 发 现 。 

基因 重复 命运 的 另 一 选择 就 是 在 它们 序列 和 表达 模式 发 生 趋 异 并 发 挥 不 同 的 作用 时 两 个 
拷贝 仍然 保持 其 功能 。 这 个 “重复 和 趋 异 ” 的 过 程 几乎 肯定 能 解释 生物 学 上 复杂 的 生物 中 许 
多 功能 相关 的 基因 大 家 族 的 存在 ， 并 且 它 被 认为 在 更 复杂 生物 的 进化 中 发 挥 着 关键 的 作用 。 

全 基因 组 重复 是 重复 - 趋 异 循环 中 特别 显著 的 例子 。 全 基因 组 重复 可 以 非常 简单 地 进行 
所 需要 的 只 是 在 生殖 细胞 中 发 生 一 轮 基因 组 复制 却 不 进行 相应 的 细胞 分 裂 。 最 初 ， 染 色 体 数 
目 只 是 加 倍 了 。 生 物 倍 性 的 迅速 增加 经 常见 到 ， 尤 其 是 在 真菌 和 植物 中 。 全 基因 组 重复 之 后 ， 
所 有 基因 都 以 重复 的 拷贝 存在 。 然 而 ,除非 重复 事件 发 生得 很 晚 ， 以 至 于 几乎 没有 时 间 在 基 
因 组 结构 中 发 生 随后 的 变化 ， 理 则 的 话 ， 会 很 难 区 分 片段 重复 的 结果 〈 在 不 同 的 时 期 发 生 ) 
和 全 基因 组 重复 的 终 产 物 。 例 如 ， 对 于 哺乳 动物 来 讲 ， 是 发 生 了 全 基因 组 重复 ， 还 是 发 生 
DNA 片段 一 系列 的 逐步 重复 就 很 不 确定 了 。 然 而 ， 在 很 早 以 前 发 生 了 大 量 基因 重复 却 是 很 清 
楚 的 。 

在 斑马 鱼 中 ， 几 亿 年 前 发 生 了 全 基因 组 重复 或 者 一 系列 更 加 局 部 性 的 重复 ， 对 其 基因 组 
的 分 析 使 我 们 对 基因 重复 和 趋 异 的 过 程 有 了 一 些 新 的 认识 。 虽 然 班 马 鱼 基因 的 许多 重复 似乎 
已 经 由 于 突变 而 丢失 了 ， 但 是 很 大 一 部 分 〈 可 能 多 达 30%~50%) 在 功能 上 已 趋 异 了 ， 尽 管 
两 份 拷贝 都 保持 着 活性 。 在 很 多 情况 下 ， 重 复 基因 之 间 最 明显 的 功能 差异 在 于 它们 在 不 同 组 
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织 或 发 育 的 不 同 阶段 表达 〈 图 21-45)。 解 释 这 种 结果 的 一 种 很 吸引 人 的 理论 认为 在 一 组 重复 
基因 的 两 份 拷贝 中 都 迅速 发 生 着 不 同 且 轻 度 有 害 的 突变 。 例 如 ， 由 于 调节 型 突变 有 一 个 拷贝 
可 能 在 特定 组 织 中 失去 表达 ， 而 另 一 个 拷贝 在 另 一 种 组 织 中 失去 表达 。 发 生 这 些 事件 以 后 
就 会 需要 两 份 基因 的 拷贝 来 提供 以 前 由 单个 基因 提供 的 全 部 功能 ; 因此， 现在 两 份 拷贝 都 会 
通过 使 突变 失 活 来 防止 丢失 。 经 过 更 长 的 时 期 后 ， 每 份 拷贝 就 会 发 生 进一步 的 改变 ， 由 此 得 


以 获得 新 的 特征 。 


珠 蛋 白 基因 家 族 的 进化 表明 了 DNA 重复 是 怎样 帮助 生物 进化 的 

珠 蛋 白 基因 家 族 提供 了 DNA 重复 如 何 产生 新 蛋白 质 的 一 个 特别 好 的 例子 ， 因 为 它 的 进 
化 历史 已 经 研究 得 很 清楚 了 。 现 今 珠 蛋 自 氨 基 酸 序列 和 结构 显而易见 的 同 源 性 表明 它们 都 必 
须 起 源 于 一 个 共同 的 祖先 ， 即 使 在 哺乳 动物 基因 组 中 有 些 现在 由 非常 不 同 的 基因 编码 。 


考察 位 于 生命 进化 系统 树 上 不 同位 置 的 生物 中 不 
同形 式 的 蛋白 质 后 ， 我 们 能 够 重建 过 去 产生 不 同 携 氧 
血红 蛋白 分 子 类 型 的 一 些 事件 。 由 于 大 型 动物 不 能 依 
靠 氧气 简单 地 扩散 通过 身体 表面 来 为 它们 的 组 织 提供 
足够 的 氧气 ， 所 以 就 必需 一 种 像 血 红 蛋 白 这 样 的 分 子 
来 使 多 细胞 动物 能 够 长 成 一 个 巨大 的 个 体 。 因 此 ， 在 
所 有 痊 椎 动物 和 许多 非 消 椎 动物 中 发 现 了 血红 蛋白 类 
似 分 子 。 动 物 中 最 原始 的 携 氧 分 子 是 一 种 含有 约 150 
个 氨基 酸 的 珠 蛋 白 多 肽 链 ， 在 许多 海 生 蠕虫 、 昆 虫 或 
原始 鱼 类 中 都 可 以 发 现 它们 的 存在 。 然 而 更 高 等 的 疹 
椎 动物 中 血红 蛋白 分 子 由 两 种 珠 蛋白 链 组 成 。 大 约 
50 亿 年 前 ， 在 高 等 鱼 类 进化 过 程 中 发 生 了 一 系列 基 
因 突 变 和 重复 。 这 些 事件 产生 了 两 种 略为 不 同 的 珠 蛋 
白 基因 ， 在 每 个 个 体 的 基因 组 中 分 别 编码 A B 珠 蛋 
白 链 。 在 现代 的 高 等 消 椎 动物 中 ， 每 种 血红 蛋白 分 子 
是 由 两 条 a 链 和 两 条 B 链 组 成 的 复合 体 (图 7-115), 
这 个 wz 有 分子 中 4 个 氧 结合 位 点 相互 作用 ， 使 该 分 
子 在 结合 以 及 释放 氧气 的 时 候 分 子 内 能 发 生 协同 性 异 
构 改变 ， 从 而 使 血红 蛋白 能 比 单 链 的 形式 更 有 效 地 携 
带 和 释放 氧气 。 

再 后 来 ， 哺 乳 动物 进化 的 过 程 中 ，RB 链 基因 显然 
发 生 了 重复 和 突变 ， 从 而 又 产生 一 种 B 类 似 链 ， 且 特 
异地 在 胎儿 中 合成 。 结 果 生 成 的 血红 蛋白 分 子 对 氧 的 
亲和力 比 成 年 动物 的 血红 蛋白 更 高 ， 因 而 帮助 从 母亲 
输送 氧气 给 胎儿 。 编 码 新 的 B 类 似 链 的 基因 随后 再 次 
突变 和 重复 ， 以 产生 两 个 新 的 基因 ，e Aly. Hp e 
链 在 发 育 过 程 ( 将 形成 ae) 中 比 胎儿 y 链 合成 更 
Fh, 后 者 将 形成 azY; 。 在 灵 长 类 动物 的 进化 过 程 中 ， 
成 年 B 链 基因 发 生 重复 更 晚 一 些 ， 以 产生 一 个 $} 珠 蛋 


单 链 珠 蛋 白 结 合 一 个 氧 分 子 


通过 相互 合作 四 条 单 链 的 
珠 恒 白 结合 四 个 氧 分 子 


图 7-115 单 链 和 4 条 链 的 珠 蛋 白 结构 比较 
所 显示 的 4 条 链 的 珠 蛋白 是 血红 蛋白 ， 它 是 由 
两 条 a 链 和 两 条 B 链 形成 的 复合 体 。 在 有 些 原 
始 疹 椎 动物 中 一 条 链 的 珠 蛋白 形成 一 个 二 聚 体 ， 
当 它 结合 氧气 后 就 发 生 解 离 ， 代 表 了 4 条 链 珠 

蛋白 进化 过 程 中 的 中 间 物 


于 二 


aie hee 白 的 基因 并 因此 产生 一 种 较 小 的 只 在 成 年 灵 长 类 动物 中 
一 一 -- 发 现 的 血红 蛋白 形式 (d) (图 7-116). 
ah e rr se 这 些 重复 基因 每 个 都 被 影响 最 终 血红 蛋白 分 子 功能 
a a 的 点 突变 ， 以 及 决定 该 基因 表达 时 间 和 水 平 的 调控 区 中 
sats she 发 生 的 改变 所 修饰 。 结 果 ， 每 个 珠 蛋 白 在 人 类 发 育 的 不 
同时 期 都 以 不 同 的 量 合成 [图 7-60(B)] 。 
在 由 起 初 的 B 基因 衍生 的 人 类 基因 中 ， 可 以 清楚 地 
看 到 导致 产生 不 同 珠 蛋白 链 的 基因 重复 过 程 的 最 终结 
R, 这些 基 因 作 为 一 系列 同 源 DNA 序列 彼此 排列 在 
50 000M HART. FEA — iE e- 珠 蛋白 基因 位 于 另 
外 一 条 人 类 染色 体 上 。 由 于 在 鸟 类 和 哺乳 动物 中 a- 和 有 
珠 蛋 白 基 因 簇 位 于 不 同 的 染色 体 上 ， 但 在 非洲 爪 蟾 中 位 
于 一 条 染色 体 上 ， 所 以 人 们 相信 大 约 30 亿 年 前 染色 体 
e n eeo 转 位 事件 将 两 个 基因 能 分 开 了 〈 图 7-116) 。 
该 体系 强调 了 类似 珠 重 白 基因 家 族 。y 乌 die Aa Mo REALAN 
基因 相好 较 晚 发 生 的 基因 重复 产生 也 和 中 存在 多 个 重复 的 珠 蛋 白 DNA 序列 。 它 们 与 功能 基因 
六 它们 是 具有 相同 功能 的 胎儿 类 似 链 。 “有 很 近 的 同 源 性 ， 但 是 因 突变 阻止 它们 的 表达 而 失 活 
图 的 顶部 显示 的 是 珠 蛋 白 基因 在 人 类 基因 组 了。 正如 所 期 望 的 那样 ， 这 种 假 基因 的 存在 清楚 地 表明 
中 的 位 置 (P 7-60) 不 是 每 种 DNA 重复 都 产生 新 的 功能 基因 。 我 们 还 知道 
非 功能 DNA 序列 并 没有 被 迅速 丢弃 ,哺乳 动 物 基因 组 
中 发 现 大 量 宛 余 的 非 编码 DNA 可 以 表明 这 一 点 。 


外 显 子 重组 可 以 产生 编码 新 蛋白 质 的 基 


DNA 重复 在 进化 中 的 作用 并 不 限于 扩 增 基因 家 族 。 它 也 能 小 规模 地 作用 ， 通 过 将 短 
DNA 重复 片段 串联 起 来 产生 单独 的 基因 。 以 这 种 方式 产生 的 基因 所 编码 的 蛋白 质 可 以 通过 重 
复 且 类 似 的 蛋白质 结构 域 的 存在 加 以 识别 ， 它 们 彼此 共 价 串联 起 来 。 例 如 ， 免 疫 球 蛋 白 (图 
TUD 和 白 蛋 白 ， 以 及 大 多 数 纤维 状 绰 白 〈 如 胶原 蛋白 ) 都 是 由 通过 原始 DNA 序列 的 反复 
重复 进化 得 到 的 基因 编码 。 

以 这 种 方式 进化 的 基因 ， 以 及 许多 其 他 基因 中 ， 每 个 单独 的 外 显 子 编码 单个 蛋白 质 折合 
单位 或 结构 域 。 有 人 相信 DNA 编码 序列 以 这 种 长 内 含 子 将 一 系列 外 显 子 分 隔 开 的 形式 组 织 
起 来 ， 大 大 促进 了 新 蛋白 质 的 进化 。 例 如 ， 形 成 一 个 具有 重复 结构 域 的 蛋白 质 编码 基因 所 必 
需 的 重复 ， 可 以 通过 将 编码 有 用 蛋白 质 结构 域 的 外 显 子 任 一 侧 的 长 内 含 子 中 任何 地 方 的 DNA 
断裂 和 再 连接 来 实现 ; 如 果 没 有 内 含 子 ， 原 来 基因 中 就 只 有 几 个 DNA 分 子 间 的 重组 交换 能 
重复 该 结构 域 的 通过 使 重复 能 够 由 重组 在 许多 潜在 位 点 而 不 是 几 个 位 点 上 进行 ， 内 会 
子 增加 了 有 利 重复 事件 。 

从 更 一 般 的 意义 上 讲 ， 我 们 从 基因 组 序列 认识 到 ， 基 因 的 组 成 部 分 ， 无 论 是 它们 的 单个 
外 显 子 还 是 它们 的 调控 元 件 ， 都 作为 模块 单元 ， 在 基因 组 内 重复 和 四 处 移动 ， 从 而 形成 了 当 
今生 命 丰富 的 多 样 性 。 结 果 ， 许 多 现今 蛋白 质 由 来 自 不 同 结构 域 家 族 的 结构 域 拼凑 而 成 ， 反 
映 了 它们 长 久 的 进化 历史 (图 7-118) 。 
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重 链 


轻 链 
HOOC COOH 
图 7-117 抗体 分 子 (AEREA) 简 图 图 7-118 一 组 据 认为 有 类 似 功能 的 
该 分 子 是 由 两 条 相同 的 重 链 和 两 条 相同 的 轻 链 形成 进化 相关 蛋白 质 的 结构 比较 
的 复合 体 。 每 条 重 链 含有 4 个 相似 的 共 价 结 合 的 结 一 般 来 讲 存在 一 种 趋势 ， 就 是 越 复杂 生物 中 的 
构 域 ， 而 每 条 轻 链 含 有 两 个 这 种 结构 城 。 每 个 结构 蛋白 质 ， 如 我 们 自己 ， 越 可 能 含有 额外 的 结构 
城 由 单独 的 外 显 子 编码 ， 所 有 的 外 显 子 据 认为 由 同 域 ， 这 里 比较 的 DNA 结合 蛋白 也 是 如 此 


一 外 显 子 始祖 经 过 一 系列 重复 后 进化 而 来 


基因 组 序列 给 科学 家 留 下 尚 待 解 开 的 谜 


既然 我 们 从 基因 组 序列 知道 了 人 和 小 鼠 拥 有 本 质 上 相同 的 基因 ， 我 们 就 不 得 不 面 对 在 21 
世纪 对 细胞 生物 学 家 提出 挑战 的 一 个 主要 问题 。 考 虑 到 人 和 小 鼠 由 相同 的 一 套 蛋 白质 形成 ， 
那么 在 进化 过 程 中 发 生 了 什么 事件 ， 导 致 小 鼠 和 人 类 如 此 不 同 呢 ? 虽然 目前 这 个 问题 的 答案 
存在 于 每 个 完成 测序 的 基因 组 30 亿 个 核 背 酸 序列 中 每 个 地 方 ， 但 我 们 还 不 知道 如 何 去 破译 这 
种 信息 ， 所 以 这 个 关键 而 又 非常 基本 的 问题 的 答案 还 不 清楚 。 

尽管 有 很 多 我 们 还 不 知道 ， 但 是 可 能 值得 去 做 一 些 推测 ， 只 要 能 有 助 于 指明 通 向 解决 前 
面 难题 的 道路 。 在 生物 学 中 ， 时 间 的 选择 非常 重要 ， 当 我 们 检验 使 受精 卵 发 育成 胚胎 ， 胚 胎 
再 发 育成 成 年 个 体 的 复杂 机 制 时 ， 这 一 点 就 会 很 清楚 (讨论 见 第 21 章 )。 在 我 们 的 发 育 过 程 
中 ， 有 关 哪 一 个 RNA 分 子 和 哪 一 个 蛋白 质 将 被 合成 ， 它 们 各 自在 什么 地 方 ， 以 及 到 底 什么 
时 候 和 以 多 大 量 合成 的 几 十 亿 个 决定 的 结果 是 形成 了 人 体 。 比 起 黑猩猩 或 小 刀 ， 这 些 决 定 对 
人 类 来 说 是 不 同 的 。 基 因 组 编码 序列 代表 一 套 或 多 或 少 是 标准 的 30 000 个 左右 的 基本 组 分 ， 
由 它们 形成 这 3 种 生物 。 因 此 在 很 大 程度 上 必定 是 本 章 描述 的 基因 表达 的 许多 不 同调 控 方式 
产生 了 人 类 和 其 他 哺乳 动物 之 间 的 差异 。 

考虑 到 这 些 假设 ， 期 望 基因 组 以 某 种 允许 生物 在 经 过 选择 的 细胞 中 尝试 改变 的 基因 定 
时 和 表达 模式 的 方式 得 以 进化 将 会 更 加 合情合理 。 当 我 们 讨论 选择 性 RNA 剪接 和 RNA 编 
辑 机 制 时 ， 我 们 已 经 看 到 一 些 证 据 表明 确实 如 此 。 似 乎 也 存在 一 些 机 制 〈 某 些 基于 转 座 
DNA 元 件 移动 的 机 制 ) 允许 模块 轻易 地 加 入 到 基因 调控 区 或 者 从 基因 调控 区 删除 ， 以 便 在 
生物 进化 时 改变 它们 的 转录 模式 。 实 际 上 ， 对 这 些 调 控 区 的 分 析 提 供 证 据 支持 这 样 的 观 
点 ， 即 认为 大 部 分 基因 调控 区 由 基因 调节 和 蛋白 识别 的 DNA 结合 位 点 在 进化 中 混合 和 搭配 
而 成 (图 7-119) 。 
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FA 7-119 小 鼠 和 雏鸡 腿 部 晶状体 的 基因 调控 区 
晶体 蛋白 组 成 了 大 基 的 品 状 体 并 负责 将 光 折射 或 聚焦 到 视网膜 上 。 细 胞 内 的 许多 蛋白 质 有 特性 〈 商 溶解 度 、 合 适 的 
折射 系数 等 )， 适 合唱 状 体 的 功能 ， 并 且 在 进化 过 程 中 选择 了 多 种 这 类 蛋白 质 用 做 晶状体 ， 例 如 ，n 唱 体 蛋白 (上 
面 的 两 条 直线 ) 与 热 激 蛋 白 密切 相关 ， 并 在 所 有 将 椎 动物 晶状体 中 都 能 找到 。 相 比 之 下 ，8 晶体 慢 白 〈 第 三 条 直 
线 ) 与 一 个 参与 氨基 酸 代谢 的 酶 密切 相关 ， 且 只 在 鸟 类 和 两 栖 类 动物 中 发 现 。 图 中 所 示 的 3 种 晶体 伙 白 基因 调控 区 
是 由 反映 了 各 个 基因 进化 历史 的 不 同调 节 序列 组 成 的 拼装 物 。 所 有 3 种 调控 区 的 共同 特征 是 存在 基因 调节 蛋白 
Pax6 的 结合 Pax6 ERS Toy 和 Eyless 蛋白 的 将 椎 动物 同系 物 〈 图 7-75)， 也 是 指令 眼 部 发 育 的 重要 调节 蛋 
白 。 每 个 基因 测控 区 上 面 的 蛋白 质 都 是 转录 激活 蛋白 ， 直 线 下 面 的 则 是 阻 过 蛋白 〈 摘 自 E H. Davidson, Genomic 
Regulatory system: Development and Evolution, pp. 191~201, San Diego: Academic press. 2001 and A. Cvekl and 


J. Piatigarsky, BioEssays 18; 621~630, 1996) 


物种 的 遗传 变异 为 基因 组 的 进化 提供 了 一 幅 精细 的 画面 


对 比 两 个 已 彼此 趋 异 达 几 百 万 年 的 物种 时 ， 用 每 个 物种 的 哪 一 个 个 体 来 做 比较 并 没有 什 
么 分 别 。 例 如 ， 典 型 的 人 类 和 黑猩猩 DNA 序列 彼此 相差 1%。 相 比 之 下 ， 如 果 从 两 个 不 同 的 
人 抽取 基因 组 相同 区 域 进行 比较 ， 差 别 通常 不 到 0. 1%。 对 于 相关 性 更 远 的 生物 而 言 ， 种 间 
差异 甚至 更 加 显著 地 掩盖 了 种 内 变化 。 然 而 ， 人 类 和 黑猩猩 之 间 每 个 周 定 的 差异 (也 就 是 现 
在 已 成 每 个 物种 所 有 或 几乎 所 有 个 体 特有 的 差异 ) 开始 成 为 单个 个 体 中 新 的 突变 。 如 果 发 生 
突变 的 种 间 群 体 大 小 是 N， 那 么 对 于 二 倍 体 生 物 ， 新 突变 原先 的 等 位 基因 频率 将 是 1/2N。 
这 种 稀有 突变 是 怎样 在 群体 中 固定 ， 并 因而 成 为 该 物种 的 特征 而 不 是 特定 个 体 基 因 组 特征 
的 呢 ? 

这 个 问题 的 答案 取决 于 突变 的 功能 结果 。 如 果 突 变 产生 非常 有 害 的 影响 ， 它 将 只 是 被 纯 
化 选择 删除 ， 并 且 将 不 会 固定 下 来 〈 在 最 极端 的 情况 下 ， 携 带 突变 的 个 体 将 死亡 且 不 会 产生 
后 代 )。 相 反 ， 赋 子 继 承 它们 的 个 体 大 部 分 繁殖 优势 的 稀有 突变 将 迅速 在 群体 中 散布 开 来 。 因 
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为 人 类 是 有 性 生殖 的 ， 并 且 每 次 形成 合子 时 都 会 发 生 遗 传 信息 重组 ， 所 以 每 个 继承 突变 的 个 
体 基因 组 都 是 由 继承 自 大 量 祖先 的 片段 组 成 的 独一无二 的 重组 镶 丹 物 。 经 过 选择 的 突变 以 及 
适度 数量 的 相 邻 序列 ， 最 终 从 发 生 突变 的 个 体 中 继承 得 到 的 ， 将 只 是 这 个 巨大 镰 嵌 物 的 一 小 
块 而 已 。 

大 多 数 无 害 的 突变 也 不 会 有 用 。 这 些 选 择 性 的 中 性 突变 也 能 散布 ， 并 在 群体 中 固定 下 来 ， 
它们 为 基因 组 中 的 进化 变异 做 出 了 大 量 贡献 。 它 们 的 散布 速度 并 不 像 稀 有 且 十 分 有 利 的 突变 
那样 快 。 这 种 中 性 遗传 变异 在 理想 化 的 杂交 繁殖 群体 遗传 的 过 程 可 以 用 令 人 惊奇 的 简单 数学 
方程 表示 。 这 个 经 过 证 明 对 于 分 析 人 类 遗传 变异 非常 有 用 的 理想 模型 对 突变 做 出 几 个 假设 ， 
包括 群体 大 小 恒定 、 随 机 交配 以 及 选择 性 中 性 。 尽 管 这 些 假 设 里 面 没 有 一 个 能 很 好 地 描述 了 
人 类 种 群 历史 ， 然 而 它们 为 分 析 种 内 变化 提供 了 一 个 有 用 的 起 点 。 

在 一 个 进行 着 随机 交配 ， 大 小 为 N 的 恒定 群体 中 ， 如 果 发 生 了 新 的 中 性 突变 ， 那 么 它 将 

被 固定 下 来 的 可 能 性 大 约 是 1/2N。 对 于 那些 已 经 被 固定 的 突变 而 言 ， 固 定 所 用 的 平均 时 间 大 
约 是 4N 个 世代 。 对 人 类 遗传 变异 数据 详细 分 析 后 表明 ， 在 大 部 分 目前 的 遗传 变异 模式 建立 
期 间 ， 远 古 群 体 大 小 约 为 10 000。 在 这 些 情况 下 ， 一 个 新 的 选择 性 中 性 突变 被 固定 下 来 的 可 
能 性 很 小 5X10“)， 尽 管 平均 固定 时 间 在 800 000 年 。 因 此 ， 虽 然 我 们 知道 自从 大 约 15 000 
年 前 农业 发 展 以 来 ， 人 类 群体 就 大 大 增加 了 ， 但 是 人 类 群体 中 大 多 数 人 类 遗传 变异 的 产生 和 
建立 是 在 此 之 前 发 生 的 ， 那 时 人 类 群体 还 很 小 。 
即使 现代 人 类 的 大 部 分 变异 起 源 于 比较 少 的 先祖 群体 中 存在 的 变异 ， 但 是 所 遇 到 的 变异 
数目 却 很 大 。 大 部 分 变异 采用 单 核 苷 酸 多 态 性 (SNP) 的 形式 。 它 们 仅仅 是 基因 组 序列 上 的 
位 点 ， 在 这 些 位 点 上 ， 很 大 一 部 分 人 群 中 是 一 种 核 背 酸 ， 而 另 一 部 分 是 另 一 种 核 背 酸 。 从 现 
代 人 类 群体 中 随机 抽取 两 个 人 的 基因 组 ， 它 们 大 约 在 2. 5X 10 个 位 点 (每 1300 HEA 
一 个 ) 存在 差异 。 在 人 类 基因 组 中 存在 多 态 性 的 作 图 位 点 (意思 是 在 此 位 点 两 个 个 体 基因 组 
可 能 不 相同 是 合理 的 ) 对 于 遗传 分 析 极其 有 用 ， 其 中 力图 将 特定 的 特征 〈 表 型 ) 和 特定 DNA 
序列 关联 起 来 ， 以 便 达到 医学 或 者 科学 上 的 目的 。 
某 些 具有 极 高 突变 率 的 序列 与 继承 自 史 前 先祖 的 普通 SNP 形成 鲜明 对 比 。 一 个 显著 的 例 
子 就 是 CA 重复 ， 它 们 在 人 类 基因 组 和 其 他 真 核 生 物 基因 组 中 广泛 分 布 。 具 有 CCA), 模式 的 
序列 以 相对 较 低 的 忠实 性 进行 复制 ， 因 为 DNA 复制 期 间 在 模板 和 新 合成 链 之 间 发 生 滑动 ; 
因此 ， 不 同 基因 组 之 间 n 的 精确 值 可 以 在 很 大 范围 内 变动 。 这 些 重复 产生 了 理想 的 基于 DNA 
的 遗传 标记 ， 因 为 大 多 数 人 是 杂 合 子 一 一 每 个 特定 的 CA 重复 携带 两 个 n 值 ， 其 中 一 个 重复 
长 度 继承 自 母 亲 ， 另 一 个 不 同 重复 长 度 继承 自 父 亲 。 尽 管 n 值 变 化 如 此 罕见 以 至 于 大 多 数 父 
母 -后 代 传递 过 程 忠 实地 扩 增 了 CA 重复 ， 但 是 这 些 变化 频繁 程度 仍然 足以 维持 人 类 群体 中 高 
水 平 的 杂 合 状态 。 这 些 以 及 其 他 显示 极 高 可 变性 的 简单 重复 在 犯罪 调查 、 父 母 鉴 定 和 其 他 法 
庭 应 用 中 提供 了 利用 DNA 分 析 鉴 定 个 体 的 基础 (图 8-41) 。 

尽管 认为 大 多 数 SNP 和 人 类 基因 组 序列 中 其 他 常见 变化 对 表 型 没有 影响 ， 但 是 它们 的 一 
部 分 必须 负责 人 类 个 体 几乎 所 有 的 可 遗传 方面 。 人 类 遗传 学 的 一 个 主要 挑战 就 是 学 会 识别 那 
些 相对 稀少 的 但 在 功能 上 又 很 重要 的 变异 ， 以 区 别 任何 两 个 人 基因 组 的 中 性 变异 为 大 背景 。 


小 结 


现今 基因 组 核 蔡 酸 序列 比较 完全 改变 了 我 们 对 基因 和 基因 组 进化 的 认识 。 由 于 DNA 复 

制 和 DNA 修复 过 程 的 极 高 忠实 性 ， 在 维持 基因 组 核 昔 酸 序列 中 很 少 出 现 随机 错误 ， 每 100 
万 年 内 每 1000 个 核 蔡 酸 大 约会 有 5 个 发 生 改变 。 因 此 ， 比 较 人 类 和 黑猩猩 的 染色 体 〔 它 们 经 
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过 500 万 年 时 间 的 进化 后 分 开 ) 后 发 现 基本 没有 变化 就 不 足 为 奇 了 。 不 仅 我 们 的 基因 本 质 上 
是 一 样 的 ， 而且 它们 在 染色 体 上 的 排列 顺序 也 几乎 相同 。 此 外 ， 组 成 我 们 非 编码 DNA 大 部 


分 的 转 座 元 件 的 位 置 也 大 多 不 变 。 


如 果 将 两 个 相距 甚 远 的 生物 进行 比较 ARR, Bit 10 亿 年 进化 后 分 开 ) 就 会 发 现 
更 多 的 变化 。 现 在 可 以 清楚 地 看 到 自然 选择 的 作用 : 通过 纯化 选择 ， 重 要 的 核 葵 酸 序列 [位 
于 调节 区 和 编码 序列 中 〈 外 星子 序列 )] 都 高 度 保守 。 相 比 之 下 ， 非 关键 序列 〈 如 内 含 子 序列 ) 
以 某 种 程度 发 和 改变， 以 至 于 常常 不 能 根据 先祖 进行 精确 的 序列 比 对 。 

由 于 纯化 选择 的 存在 ， 可 以 跨越 很 远 的 种 系 发 生 距离 识别 同 源 基因 ， 并 且 常 常 能 构建 特 
定 基因 的 详细 进化 历史 ， 从 而 根据 其 历史 找 出 现今 物种 的 共同 祖先 。 因 此 我 们 可 以 看 到 现今 
生物 的 大 量 遗 传 复杂 性 是 由 于 古老 基因 家 族 的 扩 增 所 造成 的 。 发 生 趋 异 之 前 进行 的 DNA 重 
复 因而 成 为 进化 过 程 中 产生 遗传 新 颖 性 的 主要 来 源 。 
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第 HI 部 分 方 法 


8 操纵 蛋白 质 、DNA fe RNA 
9 细胞 显 像 


荧光 显 微 照相 。 新 的 探 针 和 改进 的 荧光 显微镜 使 我 们 辨别 不 同 细胞 组 分 和 精确 鉴定 
它们 亚 细 胞 定位 的 能 力 发 生 了 变革 。 为 了 展示 出 纺锤 体 的 微 管 ， 图 中 将 有 丝 分 裂 纺 
锤 体 染 成 了 绿色 。 将 染色 体 中 的 DNA 染 成 了 蔬 色 ， 将 着 丝 粒 染 成 了 红色 〈 经 Kevin 


F. Sullivan 许可 ) 


培养 基 中 的 植物 细胞 。 这 些 烟草 细胞 生长 在 液体 培养 基 中 。 一 个 标记 有 绿色 

荧光 蛋白 质 的 组 蛋白 被 挫 和 染色 质 中 。 其 中 一 些 正在 分 错 ， 旦 现 出 压缩 了 的 

染色 体 。 不 论 是 动物 细胞 还 是 植物 细胞 的 培养 基 都 是 细胞 生物 学 重要 的 研究 
工具 (经 Gethin Roberts 许可 ) 


8 操纵 蛋白 质 、DNA 和 RNA 


细胞 分 离 和 培养 
细胞 组 分 的 分 离 

分 离 、 克 隆 DNA 和 DNA 测序 
分 析 蛋 白质 的 结构 和 功能 

研究 基因 的 表达 和 功能 


技术 的 进步 常常 驱 策 科学 的 进步 。 例 如 ， 在 生物 学 领域 里 ， 荷 兰 商人 安顿 。 凡 ， 列 文 虎 
克 (Anton van Leeuwenhoek) 创造 了 最 早 的 显微镜 镜头 。 正 是 通过 不 可 思议 的 新 镜片 ， 列 
文 虎 克 发 现 了 一 个 在 此 之 前 从 未 被 看 到 过 的 细胞 的 世界 。 在 这 个 世界 中 ， 微 小 的 生物 体能 在 
一 滴水 中 翻转 旋转 (图 8-1), 

21 世纪 注定 会 成 为 生物 学 异常 活跃 的 时 代 。 分 析 和 蛋白 


(A) 
Si. DNA Al RNA 的 新 方法 促成 信息 的 爆炸 ， 使 科学 家 们 Soh. YD. 
能 够 以 从 前 难以 想像 的 方式 去 研究 细胞 和 其 中 的 大 分 子 。 KY 
我 们 现在 能 够 得 到 数 以 10 亿 计 的 核 苷 酸 序列 ， 它 们 承载 着 


数 十 种 生命 体 的 完整 的 分 子 蓝图 ， 从 微生物 和 划 菜 到 旺 虫 
从 果 昌 到 人 类 。 强 有 力 的 新 技术 还 帮助 我 们 玻 译 这 些 信息， figs fyn. 
不 仅 是 我 们 得 以 编辑 有 关 基 因 和 和 蛋白 质 的 庞杂 的 、 详 尽 的 二- 二 -一 
数据 ， 而 且 帮助 我 们 开始 搞 清 这 些 组 分 是 如 何 共同 组 成 有 = 
功能 的 细胞 和 生物 体 的 。 我 们 的 目标 可 以 归纳 为 完全 弄 清 
一 个 细胞 在 对 环境 做 出 反应 和 与 相 邻 细胞 发 生 相互 作用 时 
细胞 内 所 发 生 的 一 切 。 我 们 想 知道 哪个 基因 被 启动 ， 哪 种 
mRNA 发 生 了 转录 ， 什 么 蛋白 质 产生 了 活性 ， 它 们 在 什么 
位 置 ， 它 们 与 谁 共同 作用 ， 它 们 属于 哪 条 信号 途径 或 信号 
网 。 我 们 还 想 知道 细胞 是 如 何 成 功 地 处 理 其 惊人 的 数量 和 
可 变性 的 ， 如 何 从 几乎 无 穷 的 可 能 性 中 选择 的 生物 学 功能 。 
对 这 些 信息 的 获得 将 使 我 们 能 够 开始 建立 一 个 知识 体系 ， 
并 最 终 预言 基因 和 蛋白 质 如 何 构成 生命 的 基础 。 mii eR 

在 这 一 章 中 ， 我 们 将 简要 回顾 研究 细胞 及 其 组 分 ， 特 enan Daa ER 
别 是 蛋白 质 、DNA 和 RNA 的 主要 方法 。 我 们 将 关注 如 何 。 的 微生物 ”的 示范 。 (A) At 
将 不 同类 型 的 细胞 从 组 织 中 分 离 出 来 ， 在 体外 培养 ， 如 何 。 中 到 下 来 的 细 次 。 他 将 图 5B) 中 的 细 
破碎 细胞 ， 分 离 出 纯 的 细胞 器 和 大 分 子 组 分 。 之 后 ， 我 们 RARER “Fe a i” 
将 回顾 至 今 仍 在 使 我 们 对 细胞 功能 的 认识 发 生 着 变革 的 “2 
DNA 重组 技术 。 

这 一 章 是 一 座 桥梁 ， 帮 助 读者 从 细胞 和 分 子 生物 学 基础 知识 过 渡 到 对 于 大 分 子 如 何 进行 
组 织 和 如 何 共同 行使 协调 细胞 和 生物 体 生长 、 发 育 的 功能 的 详细 讨论 。 这 里 所 介绍 的 技术 和 
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方法 曾经 促成 了 本 书 中 从 始 至 终 谈论 的 科学 发 现 ， 今 天 仍然 在 被 数 以 万 计 的 科学 家 们 日 复 一 
日 地 使 用 着 。 


细胞 分 离 和 培养 


尽管 细胞 中 的 细胞 器 和 大 分 子 能 在 显微镜 下 观察 到 ， 但 是 要 了 解 这 些 组 分 如 何 行使 功能 
还 需 进行 进一步 的 生物 化 学 分 析 。 大 多 数 生 物化 学 方法 都 需要 我 们 得 到 大 量 的 细胞 ， 把 它们 
进行 物理 破碎 以 分 离 其 中 的 组 分 。 如 果 样 品 是 一 块 由 多 种 细胞 组 成 的 组 织 ， 不 同 种 类 的 细胞 
混在 一 起 。 为 了 尽 可 能 地 从 一 种 类 型 的 细胞 中 获得 更 多 的 信息 ， 生 物 学 家 想 出 办 法 把 细胞 从 
组 织 中 分 离 出 来 ， 并 把 不 同类 型 的 细胞 分 开 。 对 通过 这 些 操作 得 到 的 相对 同类 的 细胞 群 可 以 
直接 进行 分 析 ， 也 可 以 对 纯 品 系 进行 扩 增 后 再 分 析 。 


从 组 织 悬 液 中 分 离 不 同类 型 的 细胞 


从 含有 不 同类 型 细胞 的 组 织 中 分 离 单 一 类 型 的 细胞 首先 要 破坏 使 细胞 连接 在 一 起 的 细胞 
间 质 。 通 常 最 好 的 细胞 分 离 的 多 类 型 混合 物 是 从 胚胎 或 新 生 幼体 组 织 中 得 到 的 。 组 织 样品 一 
般 要 经 过 蛋白 水 解 酶 〈 如 胰 蛋 白 酶 和 胶原 蛋白 酶 ;和 化 学 试剂 〈 如 乙 二 胺 四 乙酸 ，EDTA) 
的 处 理 。 和 蛋白 酶 可 以 消化 胞 外 基质 中 的 蛋白 质 ， 化 学 试剂 可 以 整合 细胞 连接 所 依赖 的 Ca 。 
这 样 经 过 温和 的 搅拌 ， 组 织 就 可 以 分 离 为 单独 的 活 细胞 。 

多 种 方法 被 用 于 从 混合 细胞 悬 液 中 分 离 不 同类 型 的 细胞 。 例 如 ， 通 过 离心 ， 大 细胞 可 以 
与 小 细胞 分 开 ， 密 度 大 的 细胞 可 以 与 密度 小 的 细胞 分 开 。 这 些 技术 最 初 被 用 于 细胞 器 和 大 分 
子 的 分 离 ， 将 在 下 面 介绍 。 另 一 种 方法 基于 某 些 细胞 倾向 于 玻璃 或 塑料 上 的 特性 ， 利 用 这 种 
特性 可 以 将 它们 与 黏附 性 较 弱 的 细胞 分 开 。 

对 最 后 这 项 技术 的 一 个 重要 改进 是 基于 抗体 的 特异 性 结合 。 可 以 把 特异 性 地 与 组 织 中 某 
一 种 细胞 地 表面 结合 的 抗体 与 各 种 基质 〈 如 胶原 质 、 多 聚 糖 颗粒 或 塑料 相连， 从 而 形成 只 
有 被 抗体 识别 的 细胞 才能 附着 的 亲 和 表 面 。 然 后 ， 结 合 的 细胞 可 以 通过 轻 播 ， 用 胰 和 蛋白酶 处 
理 , 介 导 黏 附 的 蛋白 质 或 者 在 基质 可 降解 的 情况 下 如 胶原 质 ) 用 酶 降解 基质 使 细胞 脱落 
下 来 。 : 
最 复杂 的 细胞 分 离 技术 之 一 是 用 携 有 荧光 染料 的 抗体 标记 特定 细胞 。 被 标记 的 细胞 随后 
可 通过 荧光 激活 的 电子 细胞 筛选 器 与 未 标记 的 细胞 分 离开 。 在 这 种 先进 的 仪器 中 ， 单 个 细胞 
在 细 流 中 排 成 一 列 ， 依 次 通过 一 东 激 光 ， 细 胞 上 的 荧光 被 迅速 检测 到 。 振 荡 喷 管 产生 极 小 的 
液 滴 ， 大 多 数 液 滴 只 含有 一 个 细胞 或 不 含 细胞 。 含 有 单个 细胞 的 液 滴 在 产生 时 被 自动 带 上 正 
电荷 或 负电 荷 ， 电 性 取决 于 细胞 是 否 带 荧光 。 此 后 它们 在 强 电场 中 被 分 选 到 适当 的 容器 中 。 
偶然 聚集 的 细胞 产生 超常 的 散射 ， 因 此 没有 被 带 上 电荷 ， 从 而 被 分 选 到 盛 废 液 的 容器 中 。 这 
种 仪器 可 以 准确 地 从 1000 个 未 标记 的 细胞 中 分 选 出 1 个 荧光 标记 的 细胞 ， 并 且 每 秒 钟 能 够 分 
选 数 千 个 细胞 〈 图 8-2) 。 

选 定 的 细胞 也 可 以 通过 从 用 于 镜 检 的 组 织 切片 上 进行 精细 切割 得 到 〈 讨 论 见 第 9 章 )。 一 
种 方法 是 将 组 织 切片 被 包 上 一 层 塑 料 薄膜 ， 含 有 目的 细胞 的 区 域 用 红外 线 激光 仪 发 出 的 聚焦 
脉冲 照射 。 这 种 弱 脉冲 可 以 熔化 薄膜 ， 使 细胞 结合 在 底面 上 。 可 以 分 离 这 些 获得 的 细胞 用 于 
进一步 分 析 。 这 种 技术 叫做 “激光 获取 显 微 切割 "， 可 以 用 于 从 肿瘤 的 不 同 部 位 分 离 和 分 析 细 
胞 ， 比 较 它们 的 性 质 。 一 种 相关 的 方法 是 用 激光 束 直接 切 出 一 群 细胞 ， 并 将 它们 推 入 适当 的 
容器 中 用 于 进一步 分 析 (图 8-3)。 
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含 带 荧 光 的 单 细 胞 的 
液 滴 被 带 上 负电 荷 


细胞 收集 器 细胞 收集 器 


收集 未 偏转 的 液 滴 的 锥 形 瓶 


图 8-2 英 光 激活 的 细胞 分 选 仪 
细胞 通过 激光 束 ， 引 其 荧光 标记 而 受到 操纵 ， 含 有 单 细胞 的 液 滴 根 据 所 含 细胞 是 否 带 荧光 而 被 带 上 负电 荷 或 正 电 
荷 。 之 后 根据 带电 性 的 不 同 ， 液 滴 在 电场 中 被 分 选 到 不 同 的 收集 管 中 。 注 意 细胞 浓度 必须 调整 合适 ， 以 保证 不 仿 
细胞 和 含有 多 细胞 聚集 体 的 液 滴 被 分 选 到 废 液 缸 中 


激光 束 在 目的 区 域 周围 切 制 


含有 肿瘤 的 
组 织 切 片 


肿瘤 


玻璃 载 玻 片 


图 8-3 用 显 微 切 割 技术 可 以 从 组 织 切片 中 分 离 目 的 细胞 
这 种 方法 是 用 激光 束 切 出 目的 区 域 ， 将 其 推 人 容器 中 - 这 种 方法 甚至 可 以 从 组 织 样品 中 分 离 单个 细胞 


单一 细胞 群 一 旦 获得 用 显 微 切 割 或 者 任何 上 面 讲 到 的 分 离 手 段 ) 就 可 以 用 于 生物 化 学 
分 析 。 异 质 的 细胞 样品 也 可 以 用 于 细胞 培养 ， 能 使 细胞 数量 得 到 极 大 扩 增 ,并 可 以 在 严格 限 
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细胞 可 以 在 培养 下 中 培养 


在 合适 的 环境 中 ， 大 多 数 植物 和 动物 细胞 都 能 够 生存 、 复 制 ， 甚 至 可 以 在 组 织 培养 四 中 
表现 出 各 种 分 化 的 性 质 。 可 以 在 显微镜 下 连续 观察 细胞 ， 或 者 分 析 它们 的 生物 化 学 性 质 ， 研 
究 加 入 或 除去 像 激素 、 生 长 因子 这 样 的 小 分 子 对 它们 产生 的 影响 。 除 此 之 外 ， 通 过 混合 两 种 
细胞 ， 可 以 研究 它们 的 相互 作用 。 有 时 候 ， 在 培养 的 细胞 上 进行 的 实验 叫做 体外 实验 (in 
vitro, F 是 “在 玻璃 仪器 中 ”) ， 以 便 与 在 完整 生物 体 中 进行 的 体内 实验 Cin vivo, F 
面 意思 是 的 生物 体内 ”) 相 区 别 。 但 是 ， 因 为 生物 化 学 家 这 些 术语 表达 完全 不 同 的 意 
思 ， 所 以 很 容易 混淆 。 在 生物 化 学 实验 室 中 ，in vitro 指 的 是 在 非 细 胞 体系 的 试管 中 进行 的 反 
应 ， 而 in vivo 指 的 是 在 活 细胞 中 发 生 的 反应 (哪怕 是 培养 的 细胞 ) 。 

组 织 培养 开始 于 1907 年 一 个 为 解决 神经 生物 学 的 一 场 争论 而 进行 的 实验 ， 为 的 是 检验 叫 
做 神经 元 学 说 的 假说 。 神 经 元 学 说 认为 每 一 条 神经 纤维 都 是 一 个 单个 神经 细胞 长 出 来 的 ， 而 
并 非 多 个 细胞 融合 而 成 的 。 为 了 检验 这 个 观点 ， 人 们 把 疹 髓 小 块 置 于 温暖 、 潮 湿 的 小 室 中 的 


(A) (GF: 


50um 


图 8-4 培养 的 细胞 
CAD 培养 的 成 纤维 细胞 的 相差 显 微 照片 。(B) 从 培养 的 成 肌 细胞 显 徽 照片 上 可 以 看 到 细胞 在 融合 成 多 核 的 肌肉 细胞 。 
(O 培养 的 少 突 细胞 前 体 细胞 。(D) 补体 培 养 基 中 的 烟草 细胞 ， 从 快速 生长 的 永生 细胞 系 BY2 培养 面 来 [ (A) 经 Dan 
iel Zicha 许可 ; (B) 经 Rosalind Zalin 许可 ; (C) #6 D. G. Tang et al , Cell Biol. 148; 971 一 984，2000， 洛克菲勒 大 
学 出 版 社 ;(D) 经 Gethin Roberts 许可 ] 


组 织 液 凝 块 上 ， 按 照 固定 的 时 间 间 隔 在 显微镜 下 观察 。 过 了 一 天 左右 ， 可 以 看 到 单个 神经 细 
胞 伸 出 细 长 的 纤维 ， 伸 人 凝 块 中 。 于 是 ， 神 经 元 学 术 得 到 了 有 力 的 支持 ， 细 胞 培养 的 基础 也 
由 此 建立 。 

神经 纤维 的 早期 实验 所 用 的 小 块 组 织 碎片 叫做 外 植 体 。 今 天 ， 细 胞 培养 更 多 是 从 用 
前 面 所 介绍 的 方法 进行 组 织 破碎 获得 的 细胞 悬 液 培养 而 来 的 。 与 细菌 不 同 ， 大 多 数组 织 
细胞 不 能 适应 悬浮 生活 ， 需 要 有 固体 表面 的 支持 才能 进行 生长 和 分 裂 。 对 于 细胞 培养 来 
说 ， 这 种 支持 通常 由 塑料 组 织 培养 四 的 表面 提供 。 不 过 ， 不 同 细胞 的 要 求 有 所 不 同 ， 许 
多 细胞 如 果 培养 咀 不 包括 特定 的 细胞 间 质 组 分 《如 胶原 蛋白 或 层 粘 连 蛋白 )， 就 不 能 生 
长 和 分 化 。 

从 一 个 生物 体 的 组 织 中 直接 制备 的 细胞 培养 ， 也 就 是 说 没有 经 过 体外 增殖 ， 叫 做 初级 细 
胞 培养 。 这 种 细胞 培养 可 以 经 过 或 不 经 过 不 同 种 类 细胞 的 分 选 步骤 而 获得 。 在 大 多 数 情况 下 ， 
初级 细胞 培养 可 以 从 培养 咀 中 转移 进行 大 量 的 扩 增 ， 得 到 所 谓 的 次 级 细胞 培养 ， 可 以 连续 培 
养 数 周 或 数 月 。 这 些 细胞 常常 表现 出 与 它们 的 来 源 相符 的 许多 分 化 的 特征 : 成 纤维 细胞 不 断 
分 泌 胶原 蛋白 ;胚胎 骨骼 肌 来 源 的 细胞 融合 ， 形 成 肌纤维 ， 能 在 培养 阵 中 自发 收缩 ;神经 细 
胞 生长 出 具 电 敏感 性 的 轴 突 ， 并 与 其 他 神经 细胞 建立 突 触 联 系 ; 上 皮 细 胞 形成 大 量具 有 很 多 
完整 表皮 形状 的 片 层 〈 图 8-4) 。 因 为 这 些 现象 发 生 在 培养 过 程 中 ， 所 以 可 以 对 它们 进行 对 完 
整 的 组 织 无 法 进行 的 研究 。 


在 无 血清 ， 化 学 成 分 已 知 培养 基 中 鉴别 特定 生长 因子 


直到 19 世纪 70 年 代 早期 ， 组 织 培养 看 起 来 还 像 是 科学 和 巫 术 的 混合 。 尽 管 液体 凝 块 已 
被 含有 特定 含量 的 食盐 、 葡 萄 糖 、 氨 基 酸 和 维他命 等 小 分 子 的 液体 培养 基 所 取代 ， 但 大 多 数 
培养 基 中 仍然 或 是 含有 没有 很 好 地 被 鉴定 的 大 分 子 混合 物 ， 如 马 或 胎 牛 血清 或 鸡 胚胎 的 粗 提 
物 。 这 些 培养 基 今 天 仍然 在 常规 的 细胞 培养 中 使 用 〈 表 8-1)， 但 是 它们 使 得 研究 者 很 难 弄 清 
究竟 是 哪 一 种 大 分 子 成 分 是 某 种 细胞 生存 和 正常 行使 功能 所 需要 的 。 


表 8-1 一 个 用 于 哺乳 动物 细胞 培养 的 标准 培养 基 的 组 成 


氨基 酸 维生素 盐 其 他 成 分 蛋白 质 〈 用 于 非 血清 化 学 培养 基 ) 
精 氨 酸 EWK NaCl 葡萄 粮 MaK 

Pe CT Anak KCI 青霉素 铁 传递 蛋白 
谷 氨 酸 叶酸 NaH2PO: EK 特异 生长 因子 
组 氨 酸 尼克 酰胺 NaHCO; met 

FRAM 泛酸 盐 CaCl 全 血清 

亮 氨 酸 ntng iE MgCl 

赖 氨 酸 硫 胺 

MRAR 核 黄 素 

苯丙胺 酸 

苏 氨 酸 

色 氨 酸 

MN 

LECI 


WERE N 5~10mmol/L. TAAA, ERRE L 型 的 ， 使 用 浓度 为 0. Immol/L 或 0. 2mmol/Ls 
维生素 的 使 用 浓度 低 100 倍 ， 即 大 约 lumol/1.。 血 清 通 常 取 自 马 或 小 牛 ， 加 入 量 为 总 体积 的 10%。 青 需 素 和 链 殴 素 是 抗 生 
素 ， 用 于 抑制 细菌 的 生长 。 酚 红 是 pH 指示 剂 ， 通 过 控制 它 的 颜色 可 以 将 pH 控制 在 7. 4。 

细胞 通常 培养 在 具有 合适 的 附着 面 的 塑料 或 玻璃 容器 中 。 容 器 保存 在 37C，5% 的 COs MOS MINE UP. 

+ 533 。 


这 个 困难 促成 了 各 种 无 血清 化 学 培养 基 的 发 展 。 除 了 常规 的 小 分 子 之 外 ， 这 些 化 学 成 分 
已 知 的 培养 基 含 有 一 种 或 多 种 细胞 生存 和 增殖 所 需要 的 蛋白 质 。 加 入 的 这 些 蛋 白质 包括 促进 
细胞 增殖 的 生长 因子 ， 把 铁 送 到 细胞 的 铁 转 移 蛋 白 。 许多 对 特定 细胞 类 型 的 生长 、 发 育 和 增 
殖 必 不 可 少 的 细胞 外 的 蛋白 质 信 号 分 子 是 在 寻找 使 细胞 正常 生活 所 需 的 最 少 物质 条 件 的 过 程 
中 发 现 的。 因此 ， 化 学 成 分 已 知 的 培养 基 使 得 寻找 新 的 信号 分 子 的 工作 更 加 容易 了 。 


真 核 细胞 系 是 均 质 细胞 的 重要 来 源 


大 多 数 疹 椎 动物 的 细胞 在 培养 基 中 分 裂 一 定 的 次 数 之 后 就 会 停止 ,这 个 过 程 叫 做 细胞 
衰老 (讨论 见 第 17 章 )。 例 如 ， 正 常 的 人 类 成 纤维 细胞 通常 在 培养 基 中 分 裂 25 ~ 40 代 就 会 
停止 。 在 这 些 细胞 中 ， 有 限 的 分 裂 次 数 是 细胞 端 粒 不 断 变 短 的 结果 。 细 胞 端 粒 指 的 是 盖 在 
细胞 的 每 条 染色 体 末 端的 重复 性 DNA 片段 及 其 结合 蛋白 质 〈 讨 论 见 第 5 章 )。 在 人 类 的 体 
细胞 中 ， 由 于 起 着 保持 端 粒 的 作用 的 端 粒 酶 的 失 活 ， 端 粒 在 每 一 次 分 裂 中 都 会 缩短 。 如 果 
为 人 类 成 纤维 细胞 提供 编码 端 粒 酶 催化 亚 基 的 基因 ,它们 将 永远 分 裂 下 去 ， 成 为 永生 的 细 
胞 系 。 

不 过 有 些 人 类 细胞 不 是 通过 这 种 方式 获得 永生 的 。 尽 管 它们 的 端 粒 保持 了 长 度 ， 它 们 仍 
然 会 在 有 限 次 的 分 裂 之 后 停止 下 来 ， 这 是 因为 它们 在 细胞 周期 控制 点 机 制 中 被 停滞 了 (讨论 

见 第 17 章 )。 为 了 使 这 些 细胞 永生 ， 人 们 


表 8-2 一 些 常用 的 细胞 系 需要 提供 比 端 粒 酶 更 多 的 东西 。 人 们 必须 
a aeaea 通过 介 导 某 此 来 自 肿 痪 细胞 的 痛 症 激活 因 
aya Ch 子 使 控制 点 机 制 失去 活性 “讨论 见 第 23 
SD 章 )。 与 人 类 细胞 不 同 ， 大 多 数 哨 齿 类 动 
et ates 物 细胞 的 端 粒 酶 在 分 裂 中 不 失 活 ， 因 此 它 
TE e or ee hes eee ee 
Sea ata cack Si 动物 的 细胞 在 培养 过 程 中 可 以 通过 遗传 性 
Seeks 质 的 改变 使 控制 点 机 制 失 活 ， 自 发 产生 水 

PCI2 fe eA RL KKO 生 的 细胞 系 。 
si 从 癌 细胞 中 获得 细胞 系 通常 是 最 简单 
os wm ca E Mace. TR 
Sie aah face 长 中 不 需要 附着 在 表面 上 ， 可 以 在 培养 基 
A Mee cee ae iene 中 生长 达到 高 得 多 的 浓度 。 通 过 病毒 或 化 
ee aaah 学 物质 的 改造 也 可 以 使 正常 细胞 获得 相似 
es 的 性 质 。 相 应 地 ， 这 样 产生 的 细胞 系 ， 再 
PE EE 注入 易 感动 物 的 体内 常常 会 引起 肿瘤 。 改 
造 的 和 永生 的 细胞 系 在 细胞 研究 中 都 非常 
有 用 ， 它 们 提供 了 大 量 单一 类 型 的 细胞 ， 

BY2 未 分 化 的 分 生 组 织 细胞 〈 烟 草 ) 


这 些 细胞 系 中 的 很 多 来 自 于 肿瘤 。 它 们 都 可 以 在 培养 基 TAN CNSR OC Ee. 
* 这 些 细胞 系 中 的 于 肿瘤 。 它 们 都 可 以 x P 

中 无 止境 地 分 裂 ， 至 少 能 部 分 表达 它们 祖先 的 特定 性 状 。BH21 H: HARANE. 但 是 必须 明 
细胞 、Hel 细胞 和 SP2 细胞 能 在 县 波 中 高 效 生长 ， 而 其 他 大 多 确 的 蚌 ， 这 两 种 细胞 系 与 它们 组 织 中 的 祖 
需要 固体 的 培养 基底 质 才能 繁殖 先 相 比 有 着 极 大 的 不 同 。 一 些 常用 的 细胞 


系 在 表 8-2 中 列 出 。 
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在 医学 上 最 有 前 景 的 细胞 系 是 人 类 的 胚胎 干细胞 (ES). e A A EEA ER 
内 部 细胞 团 中 获得 的 ， 可 以 永久 地 增殖 并 能 生成 身体 的 任 一 部 分 〈 讨 论 见 第 21 章 )。 胚 胎 干 
细胞 可 以 取代 或 修复 损伤 或 病变 的 组 织 ， 其 潜能 会 使 医学 产生 重大 的 变革 。 

尽管 一 个 细胞 系 中 的 细胞 非常 相似 ， 它 们 并 非 完 全 相同 。 细 胞 系 的 遗传 一 致 性 可 以 通过 
细胞 克隆 得 到 改进 ， 即 分 离 单个 细胞 让 其 繁殖 成 大 细胞 群体 。 在 这 样 的 细胞 群 或 称 克隆 中 ， 
所 有 的 细胞 都 是 一 个 共同 祖先 的 后 代 。 细 胞 克隆 最 大 的 用 途 之 一 是 分 离 具 有 特异 基因 缺陷 的 
细胞 系 。 通 过 研究 特定 蛋白 质 缺陷 的 细胞 可 以 了 解 这 种 蛋白 质 在 正常 细胞 中 的 功能 。 

一 些 细胞 培养 中 的 重大 进展 在 表 8-3 中 列 出 。 


表 8-3 ”组织 和 细胞 培养 发 展 中 的 一 些 重要 事件 

18854 Roux 指出 鸡 胚胎 细胞 可 以 在 动物 体外 的 盐 溶液 中 存活 

1907 年 Harrison 在 淋巴 结 中 培养 出 了 两 栖 动物 背 般 ， 从 而 证 明 轴 突 是 单个 神经 细胞 延伸 产生 的 

1910 年 Rous 用 鸡 肿瘤 细胞 的 提取 物 滤液 诱导 出 了 肿 奖 ， 后 来 发 现 其 中 含有 RNA 病毒 ( 劳 氏 肉瘤 病毒 ) 

1913 年 Carrel 证 明细 胞 可 以 在 定期 补充 营养 的 无 菌 培养 基 中 长 期 培养 

1948 年 Earle 和 同事 分 离 出 了 单个 L 细胞 系 的 细胞 ， 并 证 明 它 们 在 组 织 培养 中 形成 细胞 克隆 

1952 年 Gey 和 同事 从 人 的 宫颈 痛 细 胞 中 建立 了 连续 的 细胞 系 ， 后 来 成 为 著名 的 Hela 细胞 系 

Levi-Montalcini 及 其 合作 者 证 明神 经 生长 因子 (NGF) 在 培养 中 促进 轴 突 的 生长 

Eagle 首次 对 细胞 培养 必需 的 营养 成 分 进行 了 系统 的 研究 ， 发 现 动物 细胞 可 以 在 添加 了 少量 血清 蛋白 的 成 

分 确定 的 小 分 子 混合 物 培养 基 中 繁殖 

1956 年 Puck 及 其 合作 者 从 Hela 细胞 培养 中 筛选 对 生长 条 件 要 求 不 同 的 突变 体 

1958 年 。 Temin 和 Rubin 发 明了 一 种 用 纯化 的 劳 氏 肉瘤 病毒 大 基 感 染 培养 的 鸡 细胞 的 方法 。 在 接 下 来 的 10 年 中 ， 
Srocker, Dulbecco, Green 和 其 他 的 病毒 学 家 建立 了 这 种 病毒 和 其 他 病毒 改造 细胞 的 典范 

19614 Hayflick 和 Moorhesd 表明 培养 中 的 人 类 成 纤维 细胞 在 进行 有 限 次 数 的 分 裂 之 后 死亡 

1964 年。 Littlefield 将 HAT 培养 基 用 于 杂种 体 细胞 的 选择 性 培养 ， 与 细胞 融合 技术 一 同 ， 使 这 些 体 细胞 具有 遗传 上 
的 易 感 性 
Kato 和 Takeuchi 从 胡 落 卜 的 根 细胞 组 织 培养 得 到 了 整 株 的 硼 葛 卜 。 

1965 年 Ham 使 用 成 分 确定 的 无 血清 培养 基 克 隆 培养 某 些 哺乳 动物 细胞 
Harris 和 Watkins 用 病毒 诱导 的 人 类 细胞 和 小 亿 细 胞 首次 造 出 了 哺乳 动物 异 核 体 

1968 年 。 Augusti-Tocco 和 Sato 采用 小 鼠 神经 细胞 净 (成 纤维 细胞 ) 进行 组 织 培养 ， 并 分 离 出 具有 电 易 感性 和 使 神 
经 进程 延长 的 克隆 。 一 些 其 他 的 分 化 细胞 也 在 这 时 期 分 离 出 来 ， 包 括 骨 骼 肌 细胞 和 肝 细 胞 系 

19754 Köhler 和 Milstein 制造 出 第 一 个 分 泌 单 克隆 抗体 的 杂交 癣 细胞 系 

1976 年 Sato 及 其 合作 者 发 表 了 最 初 的 一 系列 论文 ， 提 出 不 同 的 细胞 系 需要 不 同 的 激素 和 生长 因子 混合 物 以 在 无 血 
清 培养 基 中 生长 

197746  Wigler, Axel 及 其 合作 者 在 Graham 和 van der Eb 的 方法 基础 上 ， 发 展 出 一 种 将 单 拷贝 的 哺乳 动物 基因 诱 
导入 培 养 细胞 的 有 效 方法 

1986 年 。 Martin, Evans 及 其 合作 者 分 离 并 培养 出 小 鼠 多 功能 胚胎 干细胞 

1998 年 Thomson, Gearhart 及 其 合作 者 分 离 出 人 类 胚胎 干细胞 


1955 年 


细胞 可 以 融合 形成 杂种 细胞 


可 以 把 一 个 细胞 与 另 一 个 细胞 融合 ， 形 成 具有 两 个 独立 的 核 的 异 核 体 。 通 常 ， 把 细胞 县 
液 用 灭 活 的 病毒 或 者 聚 乙 二 醇 处 理 可 以 改变 质 膜 的 性 质 ， 诱 导 它 们 融合 。 例 如 ， 无 活性 的 鸡 
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红细胞 核 融 合 后 暴露 于 生长 期 的 组 织 培养 细胞 的 胞 质 中 时 ， 被 激活 产生 RNA， 并 最 终 进 行 
DNA 的 复制 。 膜 蛋白 能 够 在 内 质 网 面 上 移动 (讨论 见 第 10 章 ) 的 第 一 个 直接 证 据 来 源 于 小 
鼠 细胞 与 人 细胞 融合 的 实验 : 尽管 小 鼠 细 胞 与 人 细胞 的 细胞 表面 蛋白 在 开始 的 时 候 位 于 它们 
的 半 个 细胞 所 属 的 一 侧 ， 但 是 它们 很 快 就 混合 分 布 在 了 整个 细胞 的 表面 。 

最 终 ， 异 核 体 进 和 有 丝 分 裂 ， 两 个 独立 细胞 核 的 核 膜 解体 ， 所 有 的 染色 体 合并 在 一 起 ， 
产生 杂交 细胞 (图 8-5)。 尽 管 这 样 的 杂 合 细胞 也 可 以 进行 克隆 产生 杂交 细胞 系 ， 但 是 它们 倾 
向 于 丢失 染色 体 ， 因 而 在 遗传 上 是 不 稳定 的 。 由 于 未 知 的 原因 ， 小 鼠 - 人 的 杂交 细胞 系 总 是 倾 
向 于 丢失 人 的 染色 体 。 随 机 的 丢失 产生 了 只 含有 一 条 或 者 几 条 人 染色 体 的 多 种 杂交 细胞 系 。 
这 种 现象 被 应 用 于 在 人 类 基因 组 中 对 基因 进行 定位 。 例 如 ， 只 有 含有 11 号 人 类 染色 体 的 杂交 
细胞 能 够 合成 胰岛 素 ， 说 明 编 码 胰岛 素 的 基因 位 于 11 号 染色 体 上 。 同 样 的 杂交 细胞 还 可 以 作 
为 染色 体 特异 性 人 类 DNA 文库 的 DNA 来 源 。 

3 个 杂交 细胞 克隆 ， 每 个 克隆 中 包含 


离心 后 的 丙种 细胞 悬浮 ， SHR DRREKMORTADAR 
MARAE A 


选择 性 的 培养 基 只 允许 
异 核 体 增殖 ， 对 增殖 形 
的 杂交 细胞 进行 克隆 


杂交 细胞 


图 8-5 杂交 细胞 的 制备 
山 合 人 类 和 小 也 细胞 产生 异 核 体 〈 每 个 含有 两 个 或 更 多 细胞 核 )， 最 终 成 为 杂交 细胞 〈 每 个 只 含有 一 个 融合 的 
细胞 核 )。 这 些 特异 的 杂交 细胞 对 于 测定 人 类 基因 在 哪 条 妇 色 体 上 是 十 分 有 用 的 ， 因 为 大 多 数 人 类 染色 体 以 随 
机 的 方式 迅速 丢失 了 ， 只 留 下 一 条 或 几 条 染色 体 . 融合 产生 的 杂交 细胞 通常 能 够 保留 它们 多 数 的 染色 体 


杂交 瘤 细 胞 系 是 单 克隆 抗体 的 持久 来 源 


1975 年 ， 一 种 特殊 的 杂交 细胞 的 产生 使 得 作为 细胞 生物 学 工具 的 抗体 的 生产 发 生 了 革 
命 。 这 项 技术 通过 扩 增 从 分 泌 单一 抗体 的 B 淋 巴 细胞 得 到 的 细胞 克隆 可 以 得 到 大 量 的 单一 搞 
体 。 但 实际 的 问题 是 ，B 淋巴 细胞 通常 在 细胞 培养 中 只 有 有 限 的 寿命 。 为 了 打破 这 个 限制 
人 们 把 从 免疫 过 的 小 鼠 或 家 鼠 中 获得 的 单个 B 淋巴 细胞 与 “永生 的 ”B 淋巴 瘤 细胞 融合 在 一 
起 ， 通 过 选择 产生 了 既 能 产生 特异 抗体 又 能 无 限制 地 繁殖 的 杂交 细胞 。 这些 杂 交 瘤 细胞 被 作 
为 一 个 个 细胞 克隆 ， 每 一 个 克隆 都 可 以 是 一 种 单 克隆 抗体 的 稳定 来 源 (图 8-6) 。 这 些 抗体 可 
以 识别 单一 种 类 的 抗原 位 点 。 例 如 ， 蛋 白质 表面 特定 的 五 六 个 氨基 酸 侧 链 的 从 。 一 致 的 特异 
性 使 单 克隆 抗体 对 于 大 多 数 研 究 比 传统 的 抗 血 清 有 用 得 多 ， 因 为 抗 血 清 中 通常 含有 识别 大 分 
子 上 不 同 抗原 位 点 的 多 种 抗体 。 

杂交 瘤 技 术 最 大 的 优点 是 可 以 制造 复杂 混合 物 中 少量 组 分 分 子 的 单 克 降 抗体 。 在 这 种 混 
合 物 普通 的 抗 血 清 中 ， 识 别 这 种 少量 组 分 的 抗体 因 含量 太 少 而 难以 使 用 。 但 是 如 果 把 产生 抗 
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Xi 从 B 淋 巴 细胞 瘤 中 得 到 
ee Seen 的 突变 细胞 系 
3 


TD 


产生 抗 X 抗 体 
的 细胞 党 


B 淋 巴 细胞 (培养 数 天 后 死亡 ) ry 


融合 
i 
POEL ARI LL PIRI 


hages] ogee] Pas 


SUN RAE Ee HERRA LEK 
BOX 


检验 上 清 液 中 的 抗 X 抗 体 ， 将 
阳性 孔 中 的 细胞 每 孔 一 个 细胞 
重新 分 配 


(ol Tale! Tal. Jal Tel. B] 


让 细胞 复制 ， 检 验 上 清 中 的 抗 X 抗 休 | 


阳性 克隆 可 以 不 断 产生 抗 X 抗 休 A 


图 8-6 SPAS RT SE — HS FTI A Se E eB B i 
SX FLAG FR A VR GAREY BAT EX A EAA FEFE A EAE p S A fE a BE — AE E 
芽 酸 生物 合成 途径 的 抑制 子 〈 氨 革 蝶 叭 )。 因 此 细胞 只 能 通过 旁 路 途径 合成 核 苷 酸 ， 在 从 肿瘤 
细胞 得 到 的 缺陷 型 细胞 系 中 ， 该 途径 是 缺陷 的 ， 但 是 在 免疫 过 的 小 鼠 细胞 中 是 完好 的 。 两 种 用 
于 初始 融合 的 细胞 都 不 能 独自 存活 、 只 有 杂交 细胞 能 存活 


血清 的 各 种 组 分 的 BB 淋巴 细胞 做 成 淋巴 瘤 ， 就 可 以 对 混合 体系 中 的 单个 淋巴 瘤 克隆 进行 鉴别 ， 
第 选 出 产生 所 需 单 克隆 抗体 的 一 类 ， 进 行 持 续 的 扩 增 ， 获 得 无 限量 的 抗体 。 所 以 ， 在 理论 上 ， 
生物 样品 中 任 一 种 蛋白 质 的 单 克隆 抗体 都 可 以 得 到 。 

抗体 一 旦 获得 ， 可 以 用 作 特 异性 探 针 ， 既 可 以 用 于 追踪 和 对 其 抗原 蛋白 进行 定位 ， 也 可 
以 用 于 纯化 蛋白 质 以 研究 其 结构 和 功能 。 因 为 迄今 为 止 ， 一 个 普通 哺乳 动物 细胞 中 预计 的 
10 000 一 20 000 种 蛋白 质 中 只 有 一 小 部 分 被 分 离 出 来 了 ， 许 多 从 破碎 的 细胞 提取 物 得 到 不 纯 
的 蛋白 质 混合 物 ， 它 们 的 单 克隆 抗体 鉴定 出 了 新 的 蛋白 质 。 随 着 单 克 隆 抗体 和 我 们 将 简短 介 
绍 的 快速 的 蛋白 质 鉴定 方法 的 应 用 ， 新 蛋白 质 和 基因 的 鉴定 和 定性 不 再 是 难题 ， 而 取而代之 
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的 主要 问题 将 是 通过 一 系列 我 们 将 在 这 章 最 后 讨论 的 强 有 力 的 工具 判定 这 些 蛋白 质 的 功能 。 
小 结 


可 以 把 组 织 分 离 成 细胞 ， 从 中 纯化 出 单一 的 细胞 种 类 ， 用 于 生化 分 析 或 进行 细胞 培养 
很 多 动物 和 植物 细胞 当 给 它们 提供 含有 营养 和 特异 蛋白 质 生 长 因子 的 合适 的 培养 基 时 ， 都 能 
够 生存 和 增殖 。 尽 管 大 多 数 动物 细胞 会 在 有 限 次 分 裂 之 后 死亡 ， 能 在 培养 基 中 自发 繁殖 的 永 
生 细胞 (或 者 通过 基因 操作 加 入 某 些 基因 产生 的 细胞 ) 可 以 作为 细胞 系 永久 保存 。 从 单个 细 
胞 祖先 可 以 得 到 的 细胞 克隆 ， 用 这 种 方式 能 够 获得 单个 蛋白 质 缺陷 的 均一 突变 细胞 群 。 两 个 
细胞 可 以 融合 成 含有 双核 的 异 核 体 ， 用 于 研究 原来 分 属 两 个 细胞 的 细胞 组 分 相互 作用 。 异 核 
体 最 终 形成 核 融合 的 杂交 细胞 。 因 为 这 些 细胞 会 丢失 染色 体 ， 它 们 提供 了 把 特定 基因 定位 在 
染色 体 上 的 捷径 。 杂 交 细 胞 的 一 种 杂交 瘤 细 胞 ， 被 广泛 用 于 无 限量 地 生产 可 以 探测 和 纯 
化 细胞 蛋白 质 的 单 克 隆 抗体 。 


细胞 组 分 的 分 离 


尽管 生物 化 学 分 析 要 求 破坏 细胞 的 结构 ， 采 用 温和 的 分 离 技术 仍然 可 以 在 分 离 各 种 细胞 
组 分 的 同时 保持 它们 各 自 的 功能 。 正 如 可 以 把 组 织 分 离 成 不 同类 型 的 活 细胞 一 样 ， 细 胞 也 可 
以 分 离 成 功能 细胞 器 和 大 分 子 。 在 这 一 节 中 我 们 将 讨论 对 细胞 器 和 和 蛋白质 进行 纯化 和 生物 化 
学 分 析 的 方法 。 


可 以 通过 超 离心 分 离 细胞 器 和 大 分 子 


有 多 种 方法 可 以 打破 细胞 : 渗 压 震 扰 或 者 超声 波 振荡 ， 通 过 小 孔 或 者 进行 搅拌 。 这 些 方 
法 可 以 将 细胞 的 许多 膜 结构 (包括 质 腊 和 内 质 网 腊 ) 破碎 成 小 片 ， 之 后 立即 又 围 合成 封闭 的 
eset 要 离心 的 物质 。 ”小 泡 。 如 果 温 和 地 破碎 ， 可 以 保持 细胞 核 、 线 粒 体 、 
高 尔 基体 、 溶 酶 体 和 过 和 氧化 物 酶 体 等 细胞 器 的 完整 
这 样 ， 细 胞 的 悬 液 变 成 了 黏 浆 〈 叫 做 匀 浆 或 提取 物 )， 
其 中 含有 多 种 膜 包 被 的 细胞 器 ， 并 且 每 一 种 具有 特定 
的 大 小 、 电 荷 和 密度 。 如 果 对 匀 浆 方法 进行 认真 选择 
的 话 〈 对 每 种 细胞 器 都 进行 反复 试验 )， 那 么 各 种 组 分 
(包括 内 质 网 形成 的 小 泡 ， 叫 做 微 体 ) 中 的 大 多 数 都 能 
保持 原来 的 生物 化 学 特性 。 

匀 浆 中 的 不 同 细胞 组 分 需要 进行 分 离 。 直 到 20 世 
纪 40 年 代 早 期 一 种 名 叫 制备 超速 离心 机 的 仪器 商业 化 
之 后 ， 细 胞 匀 浆 可 以 在 其 中 进行 高 速 旋 转 ， 这 样 的 分 
离 才 成 为 可 能 (图 8-7)。 这 种 方法 是 通过 细胞 组 分 的 


真空 装置 


图 8-7 制备 超速 离心 
将 含有 样品 的 离心 管 插入 金属 转子 环形 排列 的 
柱状 孔 中 。 高 速 的 离心 产生 强大 的 离心 力 ,使 
样品 粒子 沉降 下 来 。 真 空 减 小 了 摩擦 ， 防 止 了 
转子 生 热 ， 保 证 制冷 系统 把 温度 控制 在 4 
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大 小 和 密度 进行 分 离 的 : 一 般 来 说 ， 最 大 的 组 分 受到 
最 大 的 离心 力 ， 因 而 运动 得 最 快 。 在 较 低 的 速度 下 ， 
像 细 胞 核 这 样 的 大 块 组 分 会 沉降 在 离心 管 底 ; 在 稍 高 
一 点 的 速度 下 ， 线 粒 体会 沉降 ， 在 更 高 的 速度 下 ， 经 
过 更 长 的 离心 时 间 ， 闭 合 的 小 泡 和 核糖 体 相继 沉降 下 
来 (图 8-8)。 所 有 这 些 组 分 都 不 纯 ， 但 是 大 多 数 的 杂 


低 转速 离心 将 上 消 进 行 中 转速 高 心 


| | 


沉淀 中 含有 完整 沉淀 中 含有 线粒体 ， 
的 细胞 核 和 细胞 骨架 FEE A ALL ME 
将 上 清 进行 高 转速 离心 
将 上 消 进行 超 高 转速 离心 
沉淀 中 含有 核糖 休 ， 沉淀 中 含有 微 体 和 小 泡 


病毒 和 大 分 子 


图 8-8 通过 离心 进行 细胞 组 分 的 分 离 
不 断 增加 转速 反复 离心 可 以 分 离 细胞 匀 浆 中 的 各 种 组 分 。 通常， 亚 细 胞 组 分 越 小 ， 沉 淀 所 需 的 离心 力 越 
大 ,各 个 离心 步骤 的 一 般 值 是 ， 低 转速 1000 售 重力 加 速度 ，10miny 中 转速 20 000 售 重力 加 速度 ， 
20min; 高 转速 80 000 信 重 力 加 速度 ，1h; 超 高 转速 150 000 售 重力 加 速度 ，3h 


质 可 以 通过 重新 悬浮 沉淀 多 次 离心 去 除 。 

离心 是 分 离 的 第 一 个 步骤 ， 但 它 只 能 分 离 大 小 相差 很 大 的 组 分 。 通 过 将 匀 浆 薄 层 加 在 充 
满 可 溶性 盐 溶液 的 离心 管 上 层 ， 得 到 更 好 的 分 离 效果 。 在 离心 过 程 中 ， 混 合 物 中 的 不 同 组 分 
以 不 同 的 速率 沉降 ， 在 盐 溶 液 中 形成 不 同 的 条 带 ， 这 个 过 程 叫做 速度 沉降 [图 8-9(A)]。 为 
了 使 流程 能 够 有 效 进行 ， 要 防止 对 流 导致 的 条 带 混合 ， 通 常 当 密度 大 的 溶液 〈 如 含有 细胞 器 
的 溶液 ) 位 于 密度 小 的 溶液 〈 如 盐 溶液 ) 之 上 时 ， 对 流 就 会 发 生 。 这 个 问题 是 用 一 种 特殊 的 
混合 方法 解决 的 ， 可 以 在 离心 管 中 注 满 建立 了 粗略 密度 梯度 的 蔗糖 溶液 。 因 为 产生 的 梯度 场 
中 ， 每 一 层 都 比 上 层 的 密度 大 ， 所 以 不 会 因为 对 流 而 破坏 建立 的 梯度 场 。 

当 在 这 样 的 蔗糖 密度 梯度 场 中 沉降 时 ， 不 同 的 细胞 组 分 分 离 到 了 不 同 的 条 带 中 ， 可 以 被 
分 别 收集 。 每 一 个 组 分 沉降 的 相对 速率 主要 由 其 大 小 和 性 状 决定 ， 通 常用 沉降 系数 或 S 值 表 
示 。 今 天 的 超 高 速 离心 可 以 达到 80 000r/min 的 转速 ， 产 生 高 达 500 000 倍 重力 的 离心 力 。 在 
这 样 强大 的 力 的 作用 下 ， 即 使 是 像 tRNA 和 简单 的 酶 这 样 小 的 大 分 子 ， 也 能 以 相当 的 速度 沉 
降下 来 ， 根 据 大 小 彼此 分 离开 。 沉降 系数 的 测量 通常 有 助 于 判断 从 细胞 中 得 到 的 大 分 子 物质 
的 大 小 和 规则 装配 体 的 亚 基 组 成 。 

超速 离心 也 基于 细胞 组 分 的 浮力 密度 进行 分 离 ， 而 与 它们 的 大 小 和 形状 无 关 。 在 这 种 情 
况 下 ， 细 胞 样品 通常 要 在 含有 极 高 浓度 的 蔗糖 或 氧化 饮 的 陡峭 的 密度 梯度 场 中 进行 沉降 。 每 
一 种 细胞 组 分 以 图 8-9(A) 中 的 方式 进行 沉降 ， 但 是 最 终 到 达 与 其 密度 相等 的 位 置 。 组 分 在 
这 个 位 置 悬浮 不 能 继续 移动 。 因 此 离心 管 中 产 生 了 一 系列 不 同 的 条 带 ， 最 接近 离心 管 底部 的 
条 带 含有 浮力 密度 最 大 的 细胞 组 分 [图 8-9(B)]。 这 种 方法 叫做 平衡 沉降 。 这 种 方法 非常 灵 

+ 539 + 


A) ¢ (B) 


Pema 样品 
样品 
十 一 稳定 的 芒 糖 浓度 梯度 
陡峭 的 落 糖 浓度 
Ly) BEBE (120% ~70%) 
| 
a 
en 一 沉降 慢 的 组 分 
To 沉降 快 的 组 分 
I 
分 离 
一 低 浮力 密度 的 组 分 
一 高 浮力 密度 的 组 分 
Se 


图 8-9 速度 沉降 和 平衡 沉降 的 比较 
在 速度 沉降 CA) 中 ， 加 在 攻 糖 溶液 上 层 的 亚 细 胞 组 分 根据 大 小 和 形状 的 不 同 在 不 同 的 转速 沉淀 下 来 。 为 
了 控制 由 微小 的 温度 或 浓度 差异 导致 的 条 带 间 对 流 混 溶 ， 自 上 而 下 建立 浓度 连续 递增 的 节 糖 浓度 梯度 ( 通 
常 是 浓度 从 5% 到 20 站 的 蔗糖 溶液 )。 通 过 离心 ， 不 同 组 分 分 别 被 收集 ， 常 常 采用 图 中 所 示 的 离心 管 穿孔 
和 液 滴 收 集 的 方法 。 在 平衡 沉降 CB) 中 ， 细 胞 组 分 不 断 下 降 ， 直 到 到 达 与 其 密度 一 致 的 位 置 。 尽 管 在 这 
里 展示 的 是 蔗 精 密度 梯度 ， 但 是 在 蛋白 质 和 核酸 的 分 离 中 特别 有 用 的 更 大 的 浓度 梯度 可 以 通过 氧化 饱 获 
得 。 最 后 位 于 平衡 未 知 的 条 带 可 以 进行 收集 


敏 ， 甚 至 可 以 用 来 分 离 含有 同位 素 的 大 分 子 混合 物 ， 如 可 以 把 含有 2C REN 的 大 分 子 与 含有 
较 轻 同位 素 CCRN 的 大 分 子 分 离开 。 实 际 上 ， 毛 化 饮 的 方法 发 明 于 1957 年 ， 用 于 从 暴 
露 于 含有 核 苷 酸 前 体 的 生长 期 菌落 产生 的 DNA 中 ， 把 标记 的 DNA 与 未 标记 的 DNA 分 离开 。 
这 个 经 典 实验 提供 了 DNA 半 保 留 复制 的 直接 证 据 〈 图 5-5) 。 


在 非 细胞 体系 中 可 以 解释 的 复杂 细胞 过 程 的 分 子 细节 


对 通过 超速 离心 得 到 的 细胞 器 和 其 他 大 的 亚 细 胞 组 分 的 研究 对 我 们 认识 不 同 细胞 组 分 的 
功能 做 出 了 巨大 的 贡献 。 例 如 ， 用 离心 纯化 出 的 线粒体 和 叶绿体 进行 的 实验 证 明了 这 些 细胞 
器 在 把 能 量 转化 为 细胞 可 利用 形式 的 过 程 中 发 挥 着 主要 作用 。 与 之 相似 ， 粗 面 和 光 面 内 质 网 


FE URE FACES CERN) 被 作为 这 些 完好 的 细胞 的 组 成 部 分 的 模型 进行 了 分 离 和 分 析 。 
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这 种 手段 的 延伸 ， 通 过 建立 非 细胞 体系 ， 排 除了 在 活 细胞 中 发 生 的 所 有 复杂 的 副 反应 ， 
使 得 对 于 许多 其 他 生物 过 程 的 研究 成 为 可 能 。 在 这 种 情况 下 ， 要 分 离 细胞 匀 浆 以 纯化 其 中 对 
于 催化 所 感 兴趣 的 过 程 所 需 的 每 一 种 大 分 子 。 例如， 为 了 研究 蛋白 质 的 合成 机 制 ， 人 们 首先 
对 能 够 把 RNA 分 子 翻译 蛋白 质 的 细胞 匀 浆 进行 了 分 离 ， 逐 步 得 到 了 核糖 体 、tRNA 和 共同 构 
成 蛋白 质 合成 机 器 的 各 种 酶 。 一 旦 得 到 了 纯 组 分 ， 就 可 以 单独 加 入 或 抑制 每 一 种 组 分 ， 以 判 
定 其 在 全 过 程 中 的 具体 作用 。 今 天 的 一 个 主要 目标 是 在 提纯 的 非 细胞 体系 中 重建 每 一 个 生物 
过 程 ， 以 鉴定 组 分 和 功能 机 制 。 表 8-4 中 列 出 了 这 一 重大 研究 领域 中 的 一 些 重要 事件 。 


表 8-4 非 细胞 体系 发 展 中 的 一 些 主要 事件 

1897 年 ”Buchner 指出 醉 母 的 非 细胞 提取 物 可 以 使 糖 发 醇 产 生 二 氧化 碳 和 酒精 ， 葛 定 了 酶 学 的 基础 

1926 年 。 ”Svedberg 发 明了 第 一 台 分 析 超速 离心 机 ， 并 用 它 估 测 了 血红 蛋白 的 分 子 质量 为 68 000Da 

1935 年 。 ”Pickels 和 Beams 给 离心 机 增添 了 多 种 新 性 能 ， 使 之 成 为 一 种 制备 仪器 

1938 年 ”Behrens 采 用 差 速 离心 的 方法 分 离 肝 细 胞 的 细胞 核 和 细胞 质 ，Claude、Brachet 和 Hogeboom 等 人 在 20 tit 
纪 40 年 代 和 50 年 代 初 进一步 改进 了 这 种 方法 ， 用 于 细胞 器 的 分 离 

1939 年 Hill 指出 受 光照 的 叶绿体 可 以 进行 光合 作用 

1949 年 。 SzentGybrgyi 指出 从 骨骼 肌 细胞 中 分 离 的 肌 原 纤维 在 加 入 ATP 时 可 以 收缩 。1955 年 Hofmann-Berling 建 
成 了 类 似 的 非 细 胞 体系 ， 纤 毛 可 以 在 其 中 打动 


1951 年 。 Brakke 用 蔗糖 密度 梯度 离心 的 方法 分 离 一 种 植物 病毒 - 

1954 46 de Duve 用 离心 方法 相继 分 离 了 溶 酶 体 和 过 氧化 体 . 

1954 年  Zamecnik 和 同事 创造 了 蛋白 质 合成 的 第 一 个 非 细 胞 体系 。 在 其 后 的 10 年 中 ， 遗 传 密码 被 弄 清 
19574 Meselson, Stahl 和 Vinograd 发 明了 氧化 饱 平衡 密度 梯度 离心 ， 用 于 分 离 核酸 

1975 年  Dobberstein 和 Blobel 在 非 细 胞 体系 中 展示 了 蛋白质 跨 膜 转运 

1976 年 Neher 和 Sakmann 发 明了 测定 单个 离子 通道 活性 的 片 特技 术 

1983 年 Lohka 和 Masui 从 在 体外 进行 整个 细胞 周期 活动 的 蛙 卵 中 得 到 了 浓缩 提取 物 

1984 年 Rothman 和 同事 在 非 细胞 体系 中 重建 了 体外 高 尔 基 小 泡 转 运 


可 以 通过 色谱 分 离 蛋白 质 


分 离 蛋白 质 最 常用 的 方法 是 用 柱状 色谱 ， 让 蛋白 质 混 合 物 通过 装 有 多 和 孔 固 体 介 质 的 色谱 
柱 。 不 同 蛋白 质 依据 它们 与 介质 的 相互 作用 ， 发 生 了 不 同 程度 的 阻 滞 ， 在 依次 流出 柱 底 时 可 
以 进行 收集 (图 8-10)。 通 过 介质 的 选择 ， 可 以 根据 蛋白 质 的 电荷 〈 离 子 交换 色谱 ) MKE 
(路 水 色谱 )、 大 小 分子 第 色谱 以 及 与 特定 小 分 子 或 其 他 大 分 子 的 亲 和 性 ( 亲 和 色 谱 ) 来 
分 离 蛋 白质 。 

很 多 种 介质 都 已 经 商业 化 了 图 8-11) 。 离 子 交换 色谱 柱 中 装 有 带 有 正 电 荷 或 负电 荷 的 小 
珠 ， 因 而 蛋白 质 可 根据 其 表面 电荷 的 分 布 而 分 离 。 朴 水 色谱 柱 中 装 有 带 突出 的 朴 水 侧 链 的 小 
珠 ， 所 以 有 疏水 区 暴露 的 蛋白 质 受 到 阻 滞 。 分 子 第 色谱 柱 中 装 有 多 微 孔 小 珠 ， 可 依据 蛋白 质 
的 分 子 质量 进行 分 离 : 在 过 柱 的 过 程 中 ,能 够 进入 微 孔 的 小 分 子 在 小 珠 内 部 发 生 灌 留 ， 而 大 
分 子 始终 位 于 小 珠 之 间 的 溶剂 中 ， 移 动 得 更 快 ， 因 此 先 从 柱 中 流出 。 除 了 分 离 小 分 子 之 外 ， 
分 子 筛 色谱 也 是 测定 分 子 质量 的 方便 手段 。 
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图 8-10 用 柱状 色谱 分 离 分 子 
不 同 分 子 的 混合 物 样品 加 在 填 装 有 纤维 索 等 可 透 过 的 介质 的 玻璃 或 塑料 福 上 方 ， 浸 于 溶液 中 。 用 大 量 
的 溶液 洗 柱 ， 分 别 收集 从 柱 底 留 下 的 液体 。 因 为 不 同 组 分 通过 柱 时 移动 的 速度 不 同 ， 所 以 它们 可 以 被 
收集 到 不 同 的 管 中 


(A) 。 ANA (B) 。 HERI ‘eh ANR 


Miek é 
> 质 通过 


离子 交换 色谱 凝 胶 过 滤 色 谱 


图 8-11 色谱 中 使 用 的 3 类 介质 
在 离子 交换 色谱 CAD 中 ， 可 溶性 介质 携 有 离子 ， 可 以 阻 洁 带 有 相反 电 性 的 分 子 。 用 于 分 离 蛋白 质 的 介质 有 带 正 电荷 的 
二 乙 基 氨 基 乙 基 纤 维 素 (DEAE 纤维 素 )、 带 负电 荷 的 次 甲 基 纤 维 素 《CM.- 纤 维 素 ) 和 磅 酸化 纤维 素 。 基 于 琼脂 糟 和 其 
他 多 聚 体 的 类 似 介质 也 常常 被 采用 。 溶 解 的 分 子 与 离子 交换 介质 之 间 的 作用 强度 既 与 过 柱 溶液 的 离子 强度 有 关 ， 也 与 其 
PH 有 关 ， 央 此 可 以 连续 调节 以 进行 有 效 分 离 如 图 8-12 所 示 )。 在 分 子 第 色谱 B) 中 ， 介 质 是 惰性 的 多 孔 物 质 。 能 够 
进入 微 孔 的 小 分 子 在 小 珠 内 部 发 生 滞留 ， 因 此 移动 得 更 慢 。 交 联 的 多 粮 〈 葡 聚 精 、 琼 脂 糖 或 丙烯 酰胺 ) 制 成 的 商业 化 的 
小 珠 有 各 种 不 同 的 孔径 ， 适 合 于 分 离 不 同 大 小 的 分 子 ， 其 分 离 范围 可 从 不 到 500 到 高 于 5X 108。 亲 和 色谱 CC) 共 价 连 
接 有 抗体 分 子 或 酶 底 物 等 特异 性 配 基 的 可 溶性 介质 ， 可 与 特定 的 蛋白 质 结合 。 与 色谱 柱 上 固定 的 底 物 结合 的 酶 分 子 可 用 
含有 商 浓度 游离 形式 底 物 的 溶液 洗 脱 下 来 ， 与 轩 定 抗体 结合 的 分 子 则 可 以 通过 用 高 盐 溶 液 或 高 、 低 pH 溶液 解 离 抗 体 - 
抗原 复合 物 洗 脱 。 通 过 一 次 亲 和 色 谱 通常 就 可 以 得 到 很 高 的 纯度 


+ 542 + 


介质 〈 如 纤维 素 ) 的 不 均一 性 导致 了 溶剂 流 的 不 稳定 ， 从 而 限制 了 传统 柱状 色谱 的 分 辨 
率 。 新 发 明 的 微 球状 直径 3 一 10km) 的 色谱 树脂 (通常 以 二 氧化 硅 为 主要 成 分 ) 可 以 用 特 
殊 的 设备 填 装 产生 均一 的 柱 床 。 高 效 液 相 色谱 (HPLC) 柱 可 以 达到 很 高 的 分 辨 率 。 因 为 它 
们 填 装 得 很 紧密 ， 所 以 除非 施加 高 压 ，HPLC 柱 的 流速 将 非常 之 慢 。 正 因 如 此 ， 这 些 柱 通常 
在 钢 简 中 填 装 ， 并 需要 非常 精密 的 泵 效 系 统 以 产生 能 达到 大 约 每 分 钟 一 个 柱 床 体积 的 流速 的 
高 压 。 在 传统 色谱 中 ， 为 了 给 要 分 离 的 溶质 足够 的 时 间 与 大 个 介质 颗粒 的 内 部 达到 平衡 ， 流 
速 必须 控制 得 很 低 (通常 大 约 每 小 时 一 个 柱 床 体积 )。 而 在 HPLC 中 溶质 很 快 与 微 球 的 内 部 
达到 平衡 ， 所 以 与 介质 亲 和 性 不 同 的 溶质 即使 在 很 高 的 流速 下 也 能 够 有 效 地 分 离 。 这 使 得 大 
多 数 使 用 传统 色谱 即使 粗 分 都 需 数 小 时 才能 完成 的 分 离 可 在 数 分 钟 之 内 完成 。 因 此 ，HPLC 
成 为 分 离 许多 蛋白 质 和 小 分 子 的 好 方法 。 


亲 和 色 谱 利 用 了 蛋白 质 上 的 特异 性 结合 位 点 


如 果 从 蛋白 质 混合 物 开始 实验 ， 用 这 些 色谱 不 会 得 到 高 纯度 的 产品 : 通常 每 个 色谱 流程 
不 能 达到 20 倍 以 上 的 提纯 效果 。 因 为 大 多 数 蛋 白质 在 细胞 总 蛋白 质 中 的 含量 都 少 于 1/1000, 
所 以 通常 需要 连续 使 用 多 种 色谱 来 达到 足够 的 纯度 (图 8-12)。 亲 和 色谱 是 一 种 更 有 效 的 手 
段 , 它 利用 了 蛋白 质 表面 具有 重要 生物 学 意义 的 结合 作用 。 如 果 一 个 底 物 分 子 与 多 糖 小 珠 之 
类 的 惰性 介质 共 价 结合 的 话 ， 作 用 于 这 种 底 物 的 酶 常常 能 够 被 介质 特异 性 地 留 住 ， 并 在 洗 脱 
( 洗 下 ) 时 以 近乎 纯 品 的 形式 被 洗 出 。 与 之 类 似 ， 经 特别 序列 构建 的 赛 核 背 酸 短 链 可 以 以 这 种 
方式 固定 ， 用 以 纯化 通常 与 染色 体 上 的 该 序列 识别 的 DNA 结合 蛋白 (图 7-30)。 也 可 以 将 特 
异 抗 体 连接 在 介质 上 用 来 纯化 它们 所 识别 的 蛋白 质 分 子 。 由 于 亲 和 色 谱 的 高 度 特异 性 ， 在 一 
个 流程 中 纯度 可 以 提高 1000 一 10 000 倍 。 

任何 基因 都 能 用 下 一 节 中 要 讨论 的 DNA 重组 技术 修饰 ， 以 简单 而 快速 地 通过 亲 和 色 
谱 纯化 带 有 特定 分 子 标签 的 蛋白 质 ， 得 到 产物 〈 图 8-48)。 例 如 ， 组 氨 酸 序列 能 与 包括 镍 
和 铀 在 内 的 某 些 金属 离子 结合 。 如 果 用 基因 工程 技术 在 一 个 蛋白 质 的 任 一 端 加 上 一 小 段 组 
氨 酸 残 基 序列 ， 那 么 经 过 轻微 修饰 的 蛋白 质 可 以 被 固定 有 镍 离子 的 色谱 柱 选择 性 吸附 。 金 
属 整合 色谱 可 以 用 来 从 复杂 的 分 子 混合 物 中 纯化 出 经 过 修饰 的 蛋白 质 。 在 有 些 情况 下 ， 可 
以 把 整个 蛋白 质 用 作 分 子 标签 。 当 把 小 分 子 酶 谷 胱 甘 肽 转移 酶 (GST) 与 目标 蛋白 质 相连 
后 ， 产 生 的 融合 蛋白 质 可 以 用 含有 与 GST 特异 性 紧密 结合 底 物 分 子 谷 胱 甘 肽 的 亲 和 柱 纯化 
(图 8-50) 。 

作为 最 后 这 项 技术 的 改进 ， 一 段 可 以 被 特异 蛋白 酶 切 开 的 氨基 酸 序列 可 以 设计 在 目的 蛋 
白质 与 GST 标签 之 间 。 所 采用 的 蛋白 酶 的 切割 位 点 ， 例 如 ， 在 凝血 中 起 作用 的 X 因子 ， 在 
蛋白 质 中 随机 偶然 出 现 的 概率 很 小 。 这 样 ， 标 签 随后 可 被 特异 性 地 从 切割 位 点 切 掉 而 不 破坏 
纯化 出 的 蛋白 质 的 结构 。 


蛋白 质 的 大 小 和 亚 基 组 成 可 以 通过 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 鉴 定 


蛋白 质 通 常 带 有 正 的 或 负 的 净 电荷 ， 正 负 取 决 于 它们 所 含 的 带电 荷 氨基 酸 残 基 组 成 。 当 
对 蛋白 质 溶液 外 加 电场 时 ， 蛋 白质 分 子 依据 它们 的 净 电 荷 、 大 小 和 形状 具有 一 定 的 前 进 速度 。 
这 项 技术 叫做 电泳 ， 最 早 用 来 分 离 自由 水 溶液 或 者 如 淀粉 这 样 的 多 孔 固 体 介质 支撑 下 的 溶液 
中 的 蛋白 质 混合 物 。 
20 世纪 60 年 代 中 期 ， 电 泳 方法 的 改进 版 一 -SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 发 明 ， 革 新 了 常 
规 的 蛋白 质 分 析 方 法 。 它 采用 高 度 交 联 的 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 作为 让 蛋白 质 通过 的 惰性 基质 。 凝 
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(A) 离 子 交换 色谱 


相对 量 


组 分 序号 一 m 


(By REBELS feitt 


相对 量 


(D) 


组 分 序号 一 一 
收集 这 些 组 分 并 加 入 下 一 个 色谱 柱 220- 


(ORMEN 


相对 量 


= 
组 分 序号 — u bl 
收集 含有 高 纯度 蛋白 质 的 组 分 & 


图 8-12 亲 和 色 谱 纯 化 蛋白 质 

通常 要 纯化 一 个 蛋白 质 通过 连续 的 3 个 不 同色 谱 步 骤 才 能 得 到 结果 。 在 这 个 例子 中 ， 细 胞 匀 浆 首先 通过 填充 
了 离子 交换 树脂 的 色谱 柱 进行 分 离 〈A) 。 洗 柱 后 结合 蛋白 质 被 从 柱 上 方 流下 的 盐 离子 浓度 不 断 增加 的 溶液 

脱 。 与 离子 交换 树脂 亲 和 性 最 低 的 蛋白 质 是 最 先 洗 脱 下 来 的 组 分 。 剩 下 的 蛋白 质 依次 洗 脱 下 来 一 一 亲 和 性 
最 高 的 蛋白 质 需 要 最 高 的 盐 浓 度 洗 脱 。 目 标 蛋 白质 与 几 种 组 分 一 同 洗 脱 下 来 ， 其 酶 活性 被 检测 到 。 收 集 有 活 
性 的 组 分 进行 下 一 步 的 秦 胶 过 滤 〈B)。 不 纯 的 蛋白 质 洗 脱 位 置 再 一 次 通过 酶 活性 确定 ， 收 集 后 在 含有 酶 的 
园 定 底 物 CD) 的 亲 和 色 谱 柱 中 得 到 纯化 (C)。 从 裂 殖 醇 母 中 进行 细胞 周期 蛋白 -结合 蛋白 的 亲 和 纯 化 
(图 8-14)。 泳 道 1 是 细胞 的 总 提取 物 ; 泳 道 2 是 表示 蛋白 质 从 含有 细胞 周期 蛋白 B2 的 亲 和 色 谱 柱 中 洗 脱 
出 来 ; 泳 道 3 表示 一 种 主要 的 蛋白 质 从 细胞 周期 蛋白 B3 亲 和 色 谱 柱 中 洗 脱出 来 。 泳 道 2 和 泳 道 3 中 的 蛋 
白质 是 用 盐 洗 脱 的 ， 并 用 考 马 斯 亮 蓝 染色 [ CD) WA D. Kellogg et al. Cell Biol. 130; 675~685, 1995, 
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胶 通过 单 体 聚 合 得 到 ， 胶 的 孔径 可 以 调节 ， 使 之 足够 小 
适 于 阻 洁 目 标 蛋 白质 。 蛋 白质 不 是 存在 于 水 溶液 中 ， 而 
是 存在 于 具有 强 负电 性 的 去 垢 剂 十 二 烧 基础 酸 钠 (SDS) 
溶液 中 (图 8-13) 。 因 为 该 去 垢 剂 可 以 与 蛋白 质 分 子 的 朴 
水 区 域 相 结合 ， 使 之 展开 成 伸展 的 多 肘 链 ， 所 以 蛋白 质 
分 子 从 与 其 他 蛋白 质 或 脂 类 分 子 的 结合 中 释放 出 来 ， 完 
全 溶解 在 去 垢 剂 溶液 中 。 通 常 要 加 入 B 葡 基 乙醇 等 还 原 
剂 破坏 二 硫 键 (图 8-13)， 所 以 组 成 多 亚 基 蛋白 质 分 子 的 
所 有 多 肽 链 可 以 分 别 进行 分 析 。 

SDS 深 解 的 蛋白 质 混合 物 穿 过 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 层 的 
时 候 发 生 了 什么 呢 ? 大 量 带 有 负电 荷 的 去 垢 剂 分 子 与 蛋 
白质 结合 ， 扼 盖 掉 了 蛋白 质 自身 所 带 的 负电 荷 ， 使 其 在 
外 加 电场 下 移 向 电源 的 负极 。 大 小 相同 的 蛋白 质 分 子 迁 
移 速 度 相同 ， 因 为 它们 的 天 然 结构 已 被 打开 ， 所 以 具 ”。_\_。 ba, 
有 相同 的 形状 ; @ 它 们 结合 了 相同 数量 的 SDS 因而 具有 © ba 
相同 数量 的 负电 荷 。 大 的 蛋白 质 分 子 受到 更 大 的 电场 力 ， LO i 
但 同时 也 受到 更 大 的 阻力 。 在 自由 溶液 中 ， 两 种 效果 会 
相互 抵消 ， 但 是 在 充满 起 着 分 子 得 网 作用 的 聚 丙烯 酰胺 
凝 胶 中 ， 大 分 子 蛋白 质 受到 更 强 的 阻 渤 。 结 果 混 合 物 中 “图 8_13 ASNE (S) 
的 蛋白 质 因 其 相对 分 子 质量 的 大 小 顺序 分 离 成 一 系列 彼 PERN PEZE 
此 分 离 的 蛋白 质 条 带 〈 图 8-14)。 大 量 的 蛋白 质 在 含有 染 这 两 种 试剂 用 来 在 SDSI eE 
料 考 马 斯 亮 蓝 的 凝 胶 中 已 经 显 色 ， 微 量 的 蛋白 质 可 用 银 Ee wae eee 
ea Ge Meh 〈 灵 敏 度 可 达 10ng) . 

SDS 聚 丙烯 酰 胶 凝 胶 电 瀛 比 以 往 的 蛋白 质 分 析 法 都 有 效 ， 主 要 是 因为 它 可 以 处 理 各 种 类 
型 的 疏 白 质 ， 包 括 在 水 中 不 溶 的 蛋白 质 。 膜 蛋白 、 细 胞 骨架 蛋白 ， 及 大 分 子 聚 合 物 的 组 成 蛋 
白质 都 可 以 用 这 种 方法 。 因 为 这 种 方法 通过 分 子 质量 进行 分 离 ， 所 以 它 还 可 以 提供 蛋白 质 复 
合体 的 分 子 质量 和 亚 基 组 成 信息 。 图 8-15 中 展示 了 蛋白 质 提纯 过 程 的 一 系列 的 分 析 步 又 中 的 
电泳 情况 。 


超过 1000 种 蛋白 质 可 以 在 一 次 聚 丙 烯 酰胺 双向 凝 胶 电 泳 中 分 离 


因为 靠近 的 蛋白 质 条 带 或 峰 容易 重 仅 ， 像 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 或 亲 和 层 析 这 样 的 一 
维 分 离 技 术 只 能 用 于 数量 较 少 的 蛋白 质 (通常 少 于 50 种 )。 相 反 ， 双 向 凝 胶 电泳 结合 了 两 个 
不 同 的 分 离 程序 ， 可 以 绘 出 超过 2000 种 蛋白 质 一 一 一 个 简单 细菌 中 的 蛋白 质 种 类 总 数 的 二 维 
图 谱 。 

首先 ， 根 据 蛋白 质 自身 的 带电 性 进行 分 离 。 将 样品 溶解 在 少量 含有 非 离子 〈 不 带电 ) 去 
污 剂 、B 殊 基 乙 酚 和 变性 剂 尿素 的 溶液 中 。 溶 液 可 以 溶解 蛋白 质 ， 使 之 变性 ， 让 所 有 和 多肽 链 
分 开 而 不 改变 其 电荷 。 利 用 在 不 同 的 pH 条 件 下 ， 蛋 白质 带 电 性 不 同 的 性 质 ， 多 肽 链 在 其 后 
的 等 电 聚 焦 过 程 中 分 离 。 每 种 蛋白 质 都 有 一 个 特征 性 的 等 电 点， 在 等 电 点 的 pH 下 蛋白 质 不 
带 净 电 荷 ， 因 而 在 电场 中 不 迁移 。 在 等 电 聚 焦 中 ， 通 过 不 同 缓冲 液 的 混合 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 
细 管 中 建立 pH 梯度 ， 将 蛋白 质 电泳 分 离 。 每 种 蛋白 质 到 达 等 于 它 等 电 点 的 梯度 位 置 之 后 停 
止 〈 图 8-16)， 这 是 双向 电泳 的 第 一 向 。 
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(B) 
有 A、B 两 亚 单元 的 


RGHAR ERE 单 亚 单元 的 蛋白 质 


(A) 


用 移 液 管 将 样本 上 胶 


聚 丙烯 酰胺 凝 胶 板 


图 8-14 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 (SDS-PAGE) 
CA) 电泳 装置 。(B) 单个 多 肽 链 与 带 负 电 的 SDS 分 子 形成 带 负电 的 SDS -蛋白 质 复合 物 ， 然 后 迁移 穿 过 到 丙烯 酰胺 杉 
胶 的 孔 ， 相 对 分 子 质 量 越 小 多 肽 链 迁移 越 快 ， 因 此 这 种 技术 可 以 测定 多 上肢 或 蛋白 质 组 成 亚 基 的 相对 分 子 质量 。 但 是 ， 
如 果 和 蛋白 质 含有 太 多 的 糖 ， 它 在 胶 中 的 迁移 就 会 不 规则 ，SDS-PAGE 得 出 的 表 观 分 子 质量 就 不 正确 


在 第 二 步 中 ， 含 有 被 分 离 蛋白 质 的 凝 胶 罕 胶 在 与 原先 成 垂直 的 方向 上 再 次 电泳 。 这 次 加 
人 SDS， 使 蛋白 质 依据 相对 分 子 质量 大 小 进行 分 离 ， 如 同 在 单 向 的 SDS-PAGE 中 一 样 : 第 一 
Ae ANAS BELL SDS 之 后 放 在 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 的 边缘 ,通过 它 多 肽 链 形成 分 离 的 小 点 。 
这 是 聚 丙烯 酰胺 双向 凝 胶 电 泳 的 第 二 步 。 此 时 仍 未 分 离 的 蛋白 质 具有 相同 的 大 小 和 等 电 点 ， 
这 是 很 少见 的 情况 。 即 使 是 痕 量 的 蛋白 质 也 可 以 通过 各 种 染色 方法 检测 到 ， 当 蛋白 质 事 先进 
行 了 放射 标记 时 可 以 采用 放射 自 显影 〈 图 8-17) 。 这 项 技术 的 分 辩 率 可 以 达到 区 分 仅仅 相差 一 
个 带电 荷 的 氨基 酸 残 基 的 蛋白 质 。 

经 过 单 向 或 双向 电泳 ， 特 定 的 蛋白 质 可 以 采用 带 有 放射 性 同位 素 、 易 检测 的 酶 或 荧光 染 
料 的 特异 性 抗体 进行 检测 。 为 了 方便 起 见 ， 通 常 把 和 蛋白质 转 移 到 醋酸 纤维 膜 上 (用 “杂交 ” 
的 办 法 )， 这 将 在 随后 的 核酸 部 分 进行 介绍 (图 8-27)。 这 个 蛋白 质 检 测 方法 叫做 Western 杂 
交 (图 8-18)。 
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图 8-15 用 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 法 分 
析 蛋 白质 样品 
照片 展示 的 是 在 提纯 一 种 酶 的 一 系列 分 析 步骤 中 
蛋白 质 的 电泳 情况 。 最 左边 的 泳 道 〔 泳 道 1) 含有 
初始 细胞 提取 物 的 复杂 蛋白 质 混合 物 ， 接 下 来 的 
每 个 泳 道 含有 前 一 个 泳 道 蛋 白质 经 过 亲 和 层 析 分 
离 出 的 一 个 组 分 (图 8-12)。 等 量 的 蛋白 质 
(10pg) 加 入 到 泳 道 顶部 的 凝 胶 中 。 单 个 蛋白 质 通 
常 皇 现 出 锐利 的 染色 带 ， 但 含量 过 高 时 会 变 宽 。 
(摘自 TT. Formosa and B. M. Alberts, J. Biol. 
Chem. 261; 6107~6118, 1986) 
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在 等 电 点 绰 白 质 
不 带电 ， 因 此 在 


电场 中 不 带电 ， 
表明 其 等 电 点 是 
jos 


稳定 的 pH 梯度 
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图 8-16 通过 等 电 聚焦 分 离 蛋 白质 
低 pH (高 H~ 浓 度 ) 下 ， 和 蛋白 质 的 羧基 更 多 地 不 带电 〈 一 COOH) 而 含 氨 碱 性 基 团 更 多 地 带 正 
电 (如 一 NH# )， 使 多 数 蛋白 质 带 上 正 的 净 电 荷 。 高 pH (AE H+ 浓度 ) 下， 和 蛋白质 的 羧基 更 多 地 
带 负 电 〈 一 COO- ) 而 含 氨 碱 性 基 团 更 多 地 不 带电 《〈 如 一 NH:) 使 多 数 蛋 白质 带 上 负 的 净 电 荷 ， 高 
pH 下 ， 和 蛋白 质 带 负 电 。 在 等 电 点 正 负 电荷 平衡 ， 蛋 白质 不 带电 。 因 此 当 有 固定 pH 梯度 的 管 在 
强 电场 中 处 于 正确 的 方向 时 ， 每 一 种 蛋白 质 都 会 在 其 等 电 点 位 置 形成 一 条 细 带 


K 8-5 列 出 了 亲 和 层 析 和 电泳 发 展 中 的 一 些 重要 事件 。 
RIS ” 亲 和 层 析 和 电泳 发 展 中 的 重要 事件 


1833 年 Faraday 提出 了 电介质 溶液 中 电流 通过 的 基本 定律 

1850 年 Runge 根据 无 机 化 学 物质 在 纸 上 的 吸附 性 不 同 进行 了 分 离 ， 这 是 后 来 色谱 分 离 技术 的 前 身 

1906 年 Tswett 让 植物 叶子 的 石油 醚 提取 物 通过 白垩 粉 ， 发 明了 柱 色谱 

1933 年 Tiselius 在 分 离 溶液 蛋白 质 时 引入 了 电泳 

1942 fF Martin 和 Synge 改进 了 分 离 色谱 ， 创 造 了 使 用 离子 交换 树脂 的 纸 层 析 

1946 4E Stein 和 Moore 先 采用 淀粉 进行 柱 色 谱 实验 ， 之 后 又 采用 离子 交换 树脂 ， 首 次 测定 了 蛋白质 的 氨基 酸 序列 组 成 
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1955 年 Smithies 使 用 淀粉 凝 胶 电泳 分 离 蛋白 质 

1956 年 Ingram 得 到 了 第 一 个 蛋白 质 指纹 ， 发 现 镰 状 红细胞 与 正常 红细胞 血红 蛋白 的 差异 只 有 一 个 氨基 酸 

1959 年 Raymond 引 和 人 了 比 淀粉 凝 胶 更 好 的 聚 丙 燃 酰胺 凝 胶 电泳 分 离 蛋白 质 ， 改 进 了 缓冲 系统 ， 使 其 后 的 儿 年 中 Or- 
stein 和 Davis 发 明 的 高 分 辩 率 的 分 离 得 以 实现 

1966 年 ”Maizel (EJH HEW (SDS) 改进 蛋白 质 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 

1975 年 O'Farrel 把 SDS- 阶 丙烯 酰胺 认 胶 电泳 与 基于 等 电 点 的 电泳 结合 起 来 ， 使 用 双向 凝 胶 电 泳 系统 分 析 蛋 白质 混合 


SDS 迁 移 (mol wt X 10>) 


图 8-17 聚 丙 烯 酰胺 双向 凝 胶 电 泳 
大 肠 杆 菌 所 有 的 蛋白 质 都 在 这 块 胶 上 分 离 了 ， 每 一 个 小 点 对 应 一 条 多 肽 链 。 蛋 白质 先是 从 左 到 右 
根据 等 电 点 进行 等 电 聚焦 分 离 。 然 后 在 SDS 存在 下 进一步 依据 相对 分 子 质量 从 上 到 下 进行 电泳 分 
离 。 注 意 不 同 的 蛋白 质 含量 相差 很 远 。 用 同位 素 标 记 的 氨基 酸 培养 细菌 后 ， 所 有 的 蛋白 质 都 具有 
放射 性 ， 可 以 通过 放射 自 显 影 鉴别 〈 经 Patrck O'Farrell 许可》 


(B) 


图 8-18 Western 杂交 
培养 出 的 分 裂 期 的 烟草 细胞 中 的 蛋白 质 ， 先 经 双向 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 A)， 分 离开 的 蛋白 被 转移 到 硝酸 纤维 薄膜 
上 “《B)， 然 后 加 入 只 识别 有 丝 分 裂 过 程 磷酸 化 的 苏 氨 酸 残 基 的 抗体 。 被 抗体 识别 的 10 余 个 蛋白 质 经 过 连 有 酶 的 二 抗 定 
位 。 这 项 技术 义 称 为 免疫 杂交 (摘自 J A. Traas, A. F. Bevan. J. H. Doonan, J. Cordewener, and P. J, Shaw, 
Plant J, 2: 723~732, 1992. © Blackwell Scientific Publications) 


选择 性 切割 蛋白 质 产生 不 同 的 多 肽 片段 组 合 


尽管 蛋白 质 具有 不 同 的 分 子 质量 和 等 电 点 ， 最 终 准 确 的 判断 依赖 于 它们 的 氨基 酸 序列 。 
蛋白 质 的 氨基 酸 序列 可 以 通过 本 章 后 面 所 介绍 的 测定 核酸 序列 ， 并 通过 遗传 密码 将 其 转换 成 
和 蛋白质 序列 可 以 很 容易 地 得 到 。 通 过 直接 分 析 也 可 以 得 到 ， 尽 管 现在 很 少 直接 测定 出 完整 的 
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蛋白 质 序列 。 

有 几 项 更 快捷 的 技术 可 以 提供 纯化 的 蛋白 质 鉴定 中 最 重 
要 的 信息 。 例 如 ， 简 单 地 把 蛋白 质 切 割 成 小 片段 后 可 以 得 到 
蛋白 质 分 子 的 一 些 性 质 。 用 水 解 酶 和 化 学 试剂 可 以 在 特定 的 
氨基 酸 残 基 之 间 切 开 蛋 白质 GR 8-6) 。 例 如 ， 胰 蛋白 酶 在 赖 
氨 酸 和 精 氨 酸 的 羧基 侧 链 之 间 切 割 ， 而 省 化 氰 在 甲 硫 氨 酸 残 
EFUFE, AXLA REER DUL E WRON. ARZA 
以 当 加 入 到 纯化 的 蛋白 质 中 时 ， 只 能 产生 比较 大 的 肽 链 。 这 | 
样 的 肽 链 混 合 物 经 过 色谱 或 者 电泳 分 离 得 到 的 结果 可 以 用 于 
鉴定 产生 肽 链 的 蛋白 质 ， 有 时 称 为 蛋白 质 的 “指纹 ” (图 
8-19). RE 

蛋白 质 指 纹 发 明 于 1956 年 ， 用 于 对 比 正 常 的 血红 蛋白 和 
镰 状 细胞 贫血 症 患者 的 血红 和 蛋白质。 单个 的 肽 链 的 改变 被 发 
现 ， 并 最 终 追 踪 到 蛋白 质 单个 氨基 酸 的 变化 ， 首 次 证 明了 一 
突变 可 以 改变 蛋白 质 中 的 一 个 氨基 酸 。 现 在 这 种 方法 常用 于 标 。 通过 色谱 和 电泳 得 到 二 维 图 请 ， 
定 翻译 后 修饰 ， 如 磷酸 化 位 点 的 位 置 。 或 称 “ 指 纹 ”是 蛋白 质 的 鉴定 依 代 

从 前 ， 切 制 蛋白 质 成 一 组 多 肽 是 确定 氨基 酸 序 列 中 重要 的 
一 步 。 人 们 通过 重复 一 系列 的 化 学 反应 逐次 从 每 条 多 肽 的 N 端 
切 去 氨基 酸 得 到 最 终 的 序列 。 在 每 一 个 周期 之 后 ， 切 掉 的 氨基 
酸 可 以 用 色谱 的 方法 鉴定 。 目 前 很 多 生物 的 基因 组 序列 已 经 得 
到 ， 可 以 用 质谱 的 方法 鉴定 蛋白 质 ， 并 与 相应 的 基因 匹配 从 而 
得 到 它 的 氨基 酸 序 列 。 我 们 下 面 就 讨论 。 

表 8-6 切割 蛋白 质 肽 键 常用 的 一 些 试剂 


非 变性 蛋白 质 


氨基 酸 1 氨基 酸 2 色谱 
w 
图 8-19 一 个 蛋白 肝 谱 或 称 指 
cic Lys at Arg 任何 pane 
REK Ee Phe, Trp 或 Tyr 任何 在 这 里 ， 恒 白质 经 胰 蛋 白 酶 水 解 生成 
V8 KEIN Glu 任何 多 肽 混合 物 ， 通 过 电泳 和 分 配色 谱 在 
二 维 尺度 上 分 离 。 后 一 项 技术 根据 的 
化 学 试剂 是 多 肽 在 水 中 不 同 的 溶解 性 ， 与 它们 
mien Met 任何 的 深 剂 相 比 ， 它 们 更 倾向 于 与 加 相 基 质 
A a k 结合 。 得 到 的 图 谱 上 的 小 点 来 自 于 被 分 
PME ETE A S 析 强 白质 的 特异 性 水 解 物 。 这 种 方法 也 
TE: 切 开 的 键 两 侧 的 氨基 酸 特异 性 都 已 指出 。 氨 基 酸 2 连 在 氨基 酸 1 的 C 端 。 可 以 用 于 检测 蛋白 质 的 翻译 后 修饰 


质谱 可 以 用 来 进行 肽 段 测序 和 蛋白质 鉴定 

质谱 可 以 用 来 确定 完整 蛋白 质 或 者 经 化 学 切割 或 酶 切 所 得 的 多 肽 的 精确 分 子 质量 。 这 个 
信息 可 以 用 于 在 基因 组 数据 库 进行 搜索 ， 库 中 列 出 了 每 种 蛋白 质 及 推测 出 的 它们 所 能 产生 的 
肽 链 的 分 子 质量 图 [图 8-20 〈A)]。 通 常 知道 了 一 种 给 定 蛋 白质 的 几 个 肽 段 分 子 质量 就 可 以 
精确 定 出 一 个 特异 的 可 读 框 。 因 此 ， 质 谱 的 方法 在 蛋白 质 组 学 一 一 在 生物 的 基因 组 中 定位 并 
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色谱 所 得 的 单个 
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SC 


胶 上 的 单个 蛋白 质 小 点 | 
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图 8-20 用 质谱 法 鉴定 蛋白 质 和 多 肽 测序 
(A) 利用 质谱 ， 通 过 测定 蛋白 质 产生 的 多 肽 的 精确 质量 可 以 鉴定 蛋白 质 。 利 用 该 信息 可 以 在 基因 组 数据 库 
中 检索 相 匹 配 的 基因 。 在 这 个 例子 中 ， 所 研究 的 蛋白 质 通过 双向 凝 胶 电 泳 分 离 得 到 ， 并 用 胰 蛋 白 酶 消化 
产生 的 肽 段 通过 质谱 测 得 分 子 质量 。 在 序列 数据 库 中 检索 出 典型 酶 酶 切 参数 相 匹 配 的 蛋白 质 编码 基因 。 
(B) 质谱 也 可 用 于 直接 测定 多 肽 的 氨基 酸 序 列 。 在 这 个 例子 中 ， 通 过 色谱 分 离 得 到 形成 大 分 子 复合 体 的 蛋 
白质 ， 单 个 蛋白 质 用 胰 蛋 白 酶 消化 。 酶 切 所 得 的 肘 段 用 〈A) 中 的 质谱 方法 测定 分 子 质量 ， 为 得 到 精确 的 
氨基 酸 序列 ， 主 要 在 肽 键 处 进一步 打 碎 每 条 多 肽 ， 处 理 产生 一 系列 依次 相差 一 个 氨基 酸 的 多 肽 片段， 把 这 
些 片段 加 入 第 二 台 质谱 仪 测定 分 子 质量 。 重 复 这 一 过 程 ， 可 以 得 到 原 蛋白 质 的 部 分 氨基 酸 序列 〈 显 微 照片 
引 自 Patrick O'Farrell) 


描述 所 有 和 蛋 白质， 包括 它们 翻译 后 修饰 的 浩 繁 工作 中 非常 重要 。 

质谱 需要 的 样品 量 少 ， 灵 敏 度 极 高 。 得 到 的 分 子 质量 非常 精确 ， 误 差 通常 不 超过 1/100 
万 。 最 常用 的 质谱 法 叫做 基质 辅助 激光 解吸 离子 化 -飞行 时 间 质 谱 (MALDITOF MS) 中 。 
在 这 种 方法 中 ， 多 肽 与 一 种 有 机 酸 混合 后 涂 在 金属 或 者 陶瓷 载 片上 晾 干 。 用 激光 帮 击 样品 ， 
使 蛋白 质 以 电离 的 气体 形式 被 饼 击 出 去 ， 每 分 子 带 有 一 个 或 更 多 的 正 电 荷 。 此 后 ， 离 子 化 的 
多 肽 在 电场 中 加 速 ， 飞 向 检测 器 。 它 们 到 达 检 测 器 所 需 的 时 间 由 它们 的 质量 和 所 带 的 电荷 决 
E: 相对 分 子 质 量 大 则 移动 慢 ， 电 荷 多 则 移动 快 。 带 有 单 电 荷 的 分 子 的 质量 可 由 此 精确 测定 
MALDI-TOF 可 测定 分 子 质量 高 达 200 000Da， 相 当 于 大 约 2000 个 氨基 酸 长 度 的 蛋白 质 。 

质谱 也 可 以 用 于 确定 单个 肽 段 的 氨基 酸 序列 。 这 种 方法 在 所 研究 的 生物 的 基因 组 序列 还 
不 完全 知道 的 情况 下 尤其 有 用 ， 这 个 过 程 中 所 确定 的 部 分 序列 可 以 用 于 鉴定 和 克隆 该 基因 
多 肽 测序 对 于 被 修饰 的 蛋白 质 ， 如 糖 基 化 的 、 磷 酸化 的 或 者 甲 基 化 的 蛋白 质 也 非常 有 用 。 在 


这 种 情况 下 ， 可 以 精确 确定 被 修饰 位 点 所 在 的 氨基 酸 。 
+ 550+ 


为 了 得 到 多 肽 的 序列 信息 ， 先 后 需要 两 台 质谱 仪 。 一 台 用 来 分 离 所 研究 的 蛋白 质 消 化 后 
产生 的 多 肽 ， 每 次 分 出 一 个 多 肽 。 这 个 多 肽 进一步 用 高 能 气体 原子 撞 碎 。 这 种 破碎 方法 倾向 
于 在 肽 键 上 打 断 多 肽 ， 产 生 一 系列 依次 相差 一 个 氨基 酸 的 梯度 肽 段 。 第 二 台 质谱 仪 分 离 这 些 
肽 段 并 测 出 它们 的 分 子 质量 。 从 多 肽 片段 之 间 的 分 子 质量 差异 可 以 推导 出 氨基 酸 的 序列 [图 
8-20 (B)]。 

为 了 进一步 了 解 一 种 蛋白 质 的 功能 ， 人 们 需要 得 到 大 量 的 蛋白 质 以 进行 分 析 。 通 常 采 用 
下 面 介 绍 的 DNA 重组 技术 可 以 有 效 达 到 这 个 目的 。 


小 结 


通过 破碎 、 分 离 和 超过 离心 其 内 容 物 的 方法 可 以 对 细胞 群 进行 生物 化 学 分 析 。 进 一 步 分 
离 使 得 研究 复杂 细胞 过 程 的 细节 所 需 的 有 功能 活性 的 非 细 胞 体系 的 产生 成 为 可 能 。 蛋 白质 合 
成 、DNA 复制 、RNA 前 切 、 细 胞 周期 、 有 丝 分裂 以 及 各 种 胞 内 运输 过 程 都 可 以 通过 这 种 途 
径 进行 研究 。 只 用 少量 的 蛋白 质 就 可 以 通过 SDS- 聚 丙烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 确定 其 分 子 质量 和 亚 基 
组 成 。 在 双向 凝 胶 电泳 中 ， 依 据 蛋白 质 的 等 电 点 在 第 一 维 分 离 蛋 白质 ， 然 后 再 在 第 二 维 上 进 
行 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 。 即 使 不 溶 于 水 的 蛋白 质 也 可 以 用 这 些 电泳 方法 分 离 。 

细胞 可 溶性 提取 物 中 的 大 量 蛋白 质 可 以 通过 柱 色谱 纯化 。 根 据 色谱 柱 介质 的 类 型 ， 具 有 
生物 化 学 活性 的 蛋白 质 可 以 通过 分 子 质量 、 芍 水 性 、 带 电 性 以 及 与 其 他 分 子 的 亲 和 性 差异 分 
离开 。 在 常规 的 纯化 过 程 中 ， 样 品 要 依次 通过 多 个 不 同 的 色谱 柱 一 一 一 个 柱 中 富 集 的 组 分 加 
入 到 下 一 个 柱 中 。 一 旦 得 到 蛋白 质 的 纯 品 ， 就 可 以 用 于 生物 化 学 活性 的 细致 研究 。 应 用 质谱 
可 以 快速 测定 蛋白 质 和 它 所 产生 的 多 肽 的 分 子 质量 。 利 用 这 些 信息 可 以 在 基因 组 数据 库 中 检 
索 蛋白 质 ， 从 而 根据 其 基因 的 序列 推断 出 氨基 酸 序列 。 


分 离 、 克 隆 DNA 和 DNA 测序 


直到 20 世纪 70 年 代 DNA 还 是 最 难 进行 生物 化 学 分 析 的 细胞 物质 。 构 成 生命 体 遗传 物质 
的 超 长 的 、 化 学 性 质 单一 的 DNA 链 只 能 通过 间接 的 方式 进行 研究 ， 如 蛋白 质 和 RNA 的 测序 
或 遗传 分 析 。 今 天 情况 完全 改变 了 。DNA 从 最 难 分 析 的 细胞 大 分 子 变 成 了 最 易 分 析 的 。 现 在 
可 以 从 一 个 基因 组 中 分 离 出 一 个 特定 区 域 ， 产 生 无 数 的 拷贝 ， 并 在 一 夜 之 间 测 定 它 的 核酸 序 
列 。 在 人 类 基因 组 计划 中 ， 众 多 的 工作 人 员 使 用 自动 化 的 仪器 可 以 不 停 地 每 秒 产生 1000 个 核 
酸 。 使 用 相关 技术 ， 可 以 根据 需要 对 分 离 的 基因 进行 改造 ， 并 转 回 到 动物 或 植物 的 种 系 中 ， 
成 为 生物 体 基因 组 有 功能 的 、 可 遗传 的 组 成 部 分 。 

遗传 工程 的 技术 突破 〈 在 试管 或 生物 体 中 精确 操纵 DNA 的 能 力 》 以 此 前 难以 想像 的 方 
式 促进 了 对 细胞 及 其 大 分 子 的 研究 ， 对 细胞 生物 学 的 各 个 方面 都 产生 了 巨大 的 影响 。 这 些 技 
术 促成 了 新 基因 和 蛋白 质 类 群 的 发 现 ， 并 表明 很 多 蛋白 质 在 进化 中 的 保守 性 远 比 人 们 预测 得 
要 高 。 它 们 为 鉴定 蛋白 质 和 蛋白 质 中 的 单个 结构 域 的 功能 提供 了 新 工具 ， 揭 示 出 它们 之 间 许 
多 未 预料 到 的 关系 。 这 些 技术 使 大 量 地 产生 任意 蛋白 质 成 为 现实 ， 为 高 效 生产 蛋白 质 激素 和 
疫苗 提供 了 出 路 。 最 后 ， 通 过 切割 基因 的 调控 区 ， 这 些 技术 突破 为 生物 学 家 提供 了 搞 清 复杂 
真 核 基因 表达 调控 网 络 的 工具 。 

DNA 重组 技术 由 各 种 技术 组 成 ， 有 些 是 新 的 ， 有 些 是 从 微生物 遗传 学 等 其 他 领域 借鉴 而 
来 的 〈 表 8-7)。 其 中 最 核心 的 技术 如 下 : 
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表 8-7 DNA 重组 技术 和 转基因 技术 发 展 中 的 重大 进展 
18694 ”Miescher 首 次 从 附近 医院 沾 有 肤 液 的 绷带 上 收集 白细胞 ， 分 离 出 DNA 
1944 年 Avery 提供 证 据 表明 在 细菌 转化 过 程 中 ,携带 遗传 信息 的 是 DNA 而 不 是 蛋白 质 
1953 年 。 ”Watson # Crick 基于 Franklin 与 Wilkins 的 X 射 线 衍射 结果 提出 了 DNA 双 螺 旋 结 构 模 型 的 假说 
1955 年 。 ”Kornberg 发 现 了 今天 用 来 制造 标记 的 DNA 探 针 的 DNA 聚合 酶 
19614 Marmur 和 Doty 发 现 了 DNA 复 性 ， 是 核酸 杂交 的 特异 性 和 可 行 性 的 基础 
1962 年 Arber 提供 了 DNA 限制 性 内 切 核酸 酶 存在 的 第 一 个 证 据 ， 随 后 Nathans 和 H. Smith 对 其 进行 了 纯化 并 
在 DNA 序列 的 鉴定 中 使 用 
1966 年。 Nirenberg、Ochoa 和 Khorana 解 出 遗传 密码 
1967 年 Gellert 发 现 了 用 于 把 DNA 片段 连 在 一 起 的 DNA 连接 酶 
1972 一 1973 年 Boyer, Cohen, Berg 的 实验 室 及 其 在 斯 坦 福 大 学 和 加 州 大 学 旧金山 分 校 的 合作 者 发 明了 DNA 克隆 技术 
1975 年 Southern 发 明了 用 凝 胶 转 移 杂 交 法 检测 特定 DNA 片段 的 方法 
1975 一 1977 年 Sanger 和 Barrell, Maxam 和 Gilbert 发 明了 DNA 快速 测序 法 
1981 一 1982 年 Palmiter 和 Brinster 培养 出 转基因 小 鼠 ，Spradling 和 Rubin 培养 出 转基因 果 蝇 
1982 年 美国 国立 卫生 院 的 基因 序列 数据 库 GenBank 在 Los Alamos 国家 实验 室 建 成 
1985 年 Mullis 及 其 合作 者 发 明了 聚合 酶 链 反应 
1987 年 ”Capecchi 和 Smithies 创造 了 在 小 鼠 有 凸 胎 干细胞 中 进行 标记 基因 替换 的 方法 
1989 年 Fields 和 Song 发 明了 用 于 鉴定 蛋白 质 相互 作用 的 酵母 双 杂 交 系 统 
1989 年 Olson 及 其 合作 者 提出 了 序列 标记 位 点 ， 是 用 来 制作 人 类 染色 体 物理 图 谱 的 DNA 的 独特 的 延伸 序列 
1990 年 Lipman 及 其 合作 者 建成 了 BLAST 算法 ， 用 来 对 DNA 和 蛋白 质 序列 的 同 源 性 进行 检索 
1990 年 。 Simon 及 其 合作 者 研究 如 何 高 效 利用 细菌 人 工 染 色 体 CBAC) 携带 克隆 的 大 片段 人 类 DNA 用 于 测序 
1991 年 。 ”Hood 和 Hunkapillar 发 明了 新 的 DNA 自动 测序 技术 
1995 年 Venter 及 其 合作 者 完成 了 第 一 个 完整 基因 组 流感 细菌 〈Haemophilus influenzae) 的 测序 
1996 年 Goffeau 与 一 个 国际 协会 的 研究 者 一 起 宣布 完成 了 第 一 个 真 核 生物 裂 殖 酵母 《Saccharomyces cerevisiae ) 


全 基因 组 的 测序 
1996 一 1997 年 ”Lockhart 及 其 合作 者 及 Brown 和 DeRisi 发 明了 DNA 微 阵列 ，5 


1998 年 Sulston 和 Waterston 及 其 合作 者 提供 了 第 一 个 真 核 生物 秀丽 新 小 
序列 
2001 年 国际 研究 者 宣布 人 类 基因 组 草图 完成 


HARET 
Hh (Caenorhabditis elegans) 的 全 


1. 用 限制 性 内 切 核酸 酶 在 特定 位 点 切割 DNA， 大 大 方便 了 单个 基因 的 分 离 和 操纵 。 

2. 通过 使 用 载体 或 通过 聚合 酶 链 反 应 克隆 DNA， 使 得 一 个 DNA 分 子 可 以 被 拷贝 扩 增 到 
数 十 亿 个 相同 的 分 子 。 

3. 基于 与 互补 的 核酸 序列 结合 能 力 的 核酸 杂交 ， 可 以 以 很 高 的 准确 性 和 灵敏 度 寻 找 特异 
的 DNA 或 者 RNA. 

4. 纯化 的 DNA 片段 的 快速 测序 ， 可 以 用 来 鉴定 基因 和 推断 其 编码 的 蛋白 质 的 序列 。 

5. 用 核酸 微 阵列 同时 进行 数 万 个 杂交 反应 ， 追 踪 细 胞 中 每 个 基因 的 表达 水 平 。 

在 这 一 章 中 ， 我 们 将 讨论 以 上 使 细胞 生物 学 产生 革新 的 每 一 项 基本 技术 。 


可 以 用 限制 性 内 切 核酸 酶 将 大 分 子 DNA 切 成 片段 


一 个 基因 不 像 一 个 蛋白 质 那样 分 散 地 存在 于 细胞 中 ， 而 是 作为 一 个 长 DNA 分 子 的 一 个 


区 域 存在 。 尽 管 可 以 用 机 械 力 把 DNA 分 子 打 成 随机 片段 ， 但 是 在 哺乳 动物 基因 组 中 10 万 个 
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以 上 这 样 的 片段 中 才 含 有 一 个 基因 ， 以 它们 的 平均 大 小 是 难以 分 辨 的 。 怎 样 才能 分 辩 这 样 一 
个 基因 呢 ? 因为 DNA 分 子 大 致 都 含有 相等 含量 的 4 种 核 萌 酸 ， 所 以 不 能 像 蛋 白质 那样 根据 
电荷 和 结合 性 质 进行 分 离 。 而 且 ， 即 使 能 够 进行 纯化 ， 为 了 进行 进一步 实验 还 需要 大 量 
的 DNA。 
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图 8-21 4 种 常用 的 限制 性 内 切 核酸 酶 
识别 的 核酸 音 序 列 
如 图 中 所 示 ， 这 些 序列 通常 是 6bp 长 的 同文 序列 
《 即 绕 识 别 位 点 中 心 旋转 180" 后 序列 不 变 )。 酶 在 
DNA 两 条 链 的 识别 序列 处 或 其 附近 切 齐 。 有 些 
酶 ， 如 Hpa 1， 切割 后 产生 平 末端 另 一 些 酶 ， 
如 EcoR |, Hind 四 和 Pst 工 ， 切 割 产生 不 齐 的 黏 
性 末端 。 不 同 的 限制 性 内 切 核酸 酶 来 源 于 不 同 的 
细菌 ，Hpa | 来 源 于 Hemophilus parainflu- 


图 8-22 限制 性 内 切 核酸 酶 产生 的 DNA 片 
段 可 以 容易 地 连接 在 一 起 
如 图 所 示 ， 具 有 相同 黏 性 末端 的 片段 叮 以 通过 碱 
基 对 互补 容易 地 结合 在 一 起 。 在 这 个 例子 中 ， 结 
合 的 两 个 DNA 片段 都 是 EcoRI 切割 产生 的 ， 击 
另外 的 3 个 片段 都 由 其 他 的 限制 酶 产生 ， 具 有 不 
TRAYS TE AC Sad CPA 8-21)。 平 末端 的 片段 ， 如 
Hpa 1 产生 的 片段 (图 8-21)， 也 可 以 接 在 一 起 ， 
但 是 更 为 困难 


enzae, EcoR 工 来 源 于 Escherichia coli, Hind I 
来 源 于 Hemophilus influenzae, Pst 工 来 源 于 


Providencia stuartii 


限制 性 内 切 核酸 酶 的 发 现 使 得 所 有 的 问题 都 开始 得 到 解决 。 这 些 可 从 细菌 中 纯化 的 蛋白 
质 , 在 DNA 双 螺 旋 的 特定 位 点 切割 ， 产 生 大 小 确定 的 双 链 片段 ， 其 切割 位 点 由 核 苷 酸 序 列 
决定 。 不 同 的 限制 性 内 切 核酸 酶 具有 不 同 的 序列 特异 性 ， 寻 找 能 切割 出 包含 特定 基因 片段 的 
限制 酶 相对 比较 容易 。 该 DNA 片段 的 大 小 可 以 作为 从 混合 物 中 分 离 该 基因 的 一 个 依据 。 

不 同 种 类 的 细菌 产生 不 同 的 限制 酶 ， 可 以 通过 降解 外 源 病毒 DNA 保护 它们 免 受 病毒 侵 
害 。 每 种 限制 酶 识别 DNA 中 4 一 8bp 的 一 个 特异 序列 。 在 细菌 自己 的 基因 组 出 现 的 这 些 序列 
则 在 A 或 C 残 基 处 被 甲 基 化 ， 因 而 受到 保护 ， 免 于 被 切割 。 外 源 的 DNA 通常 不 能 被 甲 基 化 ， 
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所 以 被 限制 酶 切割 。 很 多 限制 性 内 切 核 酸 酶 都 从 细菌 中 被 纯化 出 来 ， 数 百 种 大 多 识别 不 同 核 
酸 序列 的 限制 酶 已 经 商品 化 。 

有 些 限制 性 内 切 核酸 酶 产生 不 整齐 的 切口 ， 每 一 片段 的 末端 留 有 单 链 的 末端 (图 8-21) 。 
这 样 的 末端 叫做 黏 性 末端 ， 每 个 这 样 的 末端 可 以 与 用 同样 的 酶 切 出 的 任 一 片段 末端 互补 〈 图 
8-22)。 黏 性 末端 使 得 两 个 用 同样 的 限制 酶 〈 或 产生 同样 黏 性 未 端的 不 同 限制 酶 》 切 出 的 两 个 
DNA 片段 可 以 结合 在 一 起 。 切 割 两 个 或 两 个 以 上 DNA 片段 产生 的 DNA 分 子 叫 做 重组 DNA 
分 子 ， 它 们 使 很 多 新 的 细胞 生物 学 研究 得 以 实现 。 


凝 胶 电泳 分 离 不 同 大 小 的 DNA 分 子 


采用 在 蛋白 质 分 析 中 十 分 有 用 的 凝 胶 电 泳 方法 同样 可 以 鉴定 DNA 分 子 的 长 度 和 纯度 。 
甚至 过 程 比 蛋白 质 更 简单 : 因为 核酸 分 子 中 的 每 个 核 苷 酸 本 身 就 带 有 一 个 负电 荷 ， 所 以 不 用 
再 加 入 使 蛋白 质 均一 地 向 电极 正极 移动 的 、 带 负电 的 去 垢 剂 SDS。 对 于 小 于 500bp 的 DNA 
片段 ， 采 用 特别 设计 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胺 电泳 可 以 分 辨 出 仅 相差 一 个 核 苷 酸 的 不 同 长 度 的 分 子 
[图 8-23(A)]。 聚 丙 燃 酰胺 凝 胶 的 孔径 太 小 ， 不 允许 相对 分 子 质量 太 大 的 DNA 分 子 通过 ， 所 
以 要 根据 长 度 分 离 这 样 的 DNA， 需 要 采用 更 多 孔 的 可 溶性 琼脂 糖 的 〈 一 种 从 水 草 中 分 离 出 的 
多 糖 ) WEE [图 8-23(B)]。 这 些 DNA 分 离 方法 广泛 地 应 用 在 分 析 和 制备 中 。 

一 种 特殊 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 一 一 脉冲 凝 胶 电 泳 ， 可 以 用 于 分 离 超 长 的 DNA 分子 。 常 规 
凝 胶 电泳 不 能 分 离 这 些 分 子 ， 因 为 稳定 的 电场 使 得 它们 伸 直 ， 以 尾 朝 前 的 方式 在 凝 胶 中 以 不 
依赖 于 长 度 的 速率 做 蛇 形 运动 。 然 而 在 脉冲 凝 胶 电泳 中 ， 电 场 的 方向 是 周期 性 改变 的 ， 人 迫使 
分 子 不 断 重 新 定向 ， 之 后 才能 在 胶 中 做 蛇 形 运动 。 较 大 的 大 分 子 重新 定向 的 时 间 更 长 ， 所 以 
比较 小 的 小 分 子 移动 得 更 慢 ， 因此， 细菌 或 酵母 的 整 条 染色 体 都 可 以 在 脉冲 凝 胶 电泳 中 分 成 
分 离 的 条 带 并 通过 相对 分 子 质量 进行 分 类 和 鉴定 【图 8-23(C)]。 尽 管 通常 的 哺乳 动物 染色 体 
Kik 10° bp， 即使 用 这 种 办 法 也 不 能 分 析 ， 但 是 经 过 赛 酶 切 位 点 〈 每 10 000bp 或 以 上 一 个 酶 
切 位 点 ) 的 限制 酶 的 切割 的 染色 体 大 片段 可 以 用 这 种 方法 分 离 和 鉴定 。 

琼脂 糖 或 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 中 的 DNA 条 带 只 有 标记 或 染色 后 才能 看 到 。 一 种 灵敏 的 染色 
法 是 加 入 省 化 乙 锭 ， 它 与 DNA 结合 后 可 在 紫外 光 下 发 荧光 [图 8-23(B) 、(C)]。 另 一 种 更 为 
灵敏 的 方法 是 在 电泳 前 在 到 DNA 中 挫 人 放射 性 同位 素 ， 常 常 把 2P BAB DNA 的 磷 中 ， 使 
其 发 出 B 射 线 ， 可 以 很 容易 地 进行 放射 性 自 显影 检测 [图 8-23(A)] 。 


纯化 的 DNA 分 子 可 在 体外 用 同位 素 或 化 学 标签 进行 特异 标记 


有 两 项 技术 广泛 用 于 标记 分 离 的 DNA 分 子 。 在 第 一 项 技术 中 ，DNA 聚合 酶 在 有 放射 性 
的 通常 用 *P 标记) 或 进行 了 化 学 标记 的 核 背 酸 存在 下 复制 DNA [图 8-24(A)]。 这 样 ， 产 
生 的 含有 许多 标记 了 的 核 苷 酸 的 “DNA 探 针 ”可 与 核酸 进行 杂交 反应 (在 下 面 讨论 )。 第 二 
项 技术 采用 叭 菌 体 的 多 聚 核 背 酸 激酶 从 ATP 上 转移 一 个 *P 标记 的 磷酸 基 团 到 每 个 DNA 链 
的 5 ' 端 [图 8-24(B)]。 因 为 只 有 一 个 *P 原子 被 激酶 转移 到 每 个 DNA 分 子 上 ， 所 以 用 这 种 
方法 标记 的 DNA 分 子 的 放射 性 不 够 作为 DNA 探 针 使 用 。 但 是 因为 它们 只 在 一 端 标记 ， 所 以 
对 于 包括 我 们 将 简要 介绍 的 DNA 足迹 实验 在 内 的 其 他 应 用 非常 有 用 。 

今天 ， 放 射 性 标记 方法 正在 被 化 学 和 荧光 标记 法 所 取代 。 使 用 特殊 修饰 的 核 苷 酸 前 体 可 
以 制造 这 样 的 非 放 射 性 DNA 分 子 [图 8-24(C)]。 这 样 制造 的 DNA 分 子 可 以 通过 杂交 与 它 的 
互补 DNA 序列 结合 〈 我 们 将 在 下 一 节 讨论 )， 之 后 可 用 特异 性 识别 其 被 修饰 的 侧 链 的 抗体 
(或 其 他 配 体 ) 进行 检测 (图 8-28) 。 
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图 8-23 ”使 用 凝 胶 电 泳 技术 根据 大 小 分 
离 DNA 

在 展示 的 3 个 例子 中 ， 电 泳 的 方向 是 从 上 到 下 的 ， 
因此 最 大 的 ， 即 移动 最 缓慢 的 DNA 分 子 位 于 凝 胶 
的 最 顶端 。(A) 小 孔径 的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 用 来 分 
离 单 链 DNA。 大 小 为 10 一 500nt 的 DNA 分 子 可 
以 因 一 个 碱 基 的 差别 而 分 离开 。 示 例 中 的 4 ROK 
1000 道 是 DNA 测序 过 程 中 合成 的 4 个 体系 。 要 测序 的 

DNA 可 以 从 一 个 固定 的 起 始 位 点 开始 人 工 合 . 
在 不 同 的 位 置 终 止 ， 产 生 一 系列 不 同 长 度 的 部 分 
复制 链 (图 8-36 闲 释 了 这 些 部 分 复制 链 的 合成 过 
程 )。 泳 道 1 展示 的 是 终止 于 G 的 部 分 复制 链 ， 沪 
道 2 展示 的 是 终止 于 A 的 部 分 复制 链 ， 泳 道 3 展 
示 的 是 终止 于 工 的 部 分 复制 链 ， 泳 道 4 展示 的 是 
终止 于 C 的 部 分 复制 链 。 因 为 反应 中 的 DNA 分 子 
15 进行 了 放射 性 标记 ， 所 以 它们 的 位 置 可 以 通过 放 
MAREAK., (B) 中 和 孔径 的 琼脂 精 凝 胶 电 汶 用 
16 Jamb 来 分 离 双 链 DNA 分 子 。 这 种 方法 对 于 长 度 为 
300~10 000bp 大 小 的 DNA 最 有 效 。 这 些 DNA 分 
子 是 用 限制 性 内 切 核酸 酶 切割 细菌 病毒 基因 组 后 
2 BERI 。 得 到 的 片段 ， 可 以 用 省 化 乙 锭 染色 后 经 荧光 显 色 
10 进行 检测 。(C) mB EEE RRR ta DK RAR TL 
610000 WME} (Saccharomyces cerevisiae) 的 16 条 染色 
8 体 ， 大 小 为 220 000~2500 000bp (P 4-13), 用 
9 B) 中 的 方法 染色 。 不 大 于 107bp 的 DNA 可 以 采 
3 用 这 种 方法 [ (A) # Lauffer 和 Peter Walter 许 
6 
1 


染色 体 编号 


af; (B) 经 Ken Kreuzer 许 可 ;(C) 摘自 D Voll- 
rach and R. W. Davis, Nucleic Acids Res. 15: 
oo 7865~7876, 1987. © Oxford University Press] 


220.000 
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当 DNA 的 水 溶液 被 加 热 到 100°C Bk ARSE ERGY pH (pH>13) 下 时 ， 在 通常 情况 下 
互补 形成 双 螺 旋 的 两 条 链 上 的 碱 基 对 就 会 被 打开 ， 双 螺旋 迅速 分 离 成 两 条 单 链 。 这 个 过 程 叫 
做 DNA 的 变性 ， 在 很 长 时 间 里 这 一 过 程 被 认为 是 不 可 逆 的 。 但 是 在 1961 年 ， 人 们 发 现在 
65 信 长 时 间 保 温 可 使 互补 的 DNA 单 链 很 好 地 重新 形成 双 螺 旋 ， 这 个 过 程 叫做 杂交 〈 也 叫 
DNA 的 复 性 )。 相 似 地 ， 含 有 互补 的 核 苷 酸 序列 的 任意 两 条 核酸 单 链 CDNA/DNA, RNA/ 
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图 8-24 体外 标记 DNA 分 子 的 方法 
CA) 纯化 的 DNA 聚合 酶 标记 一 个 DNA 分 子 中 的 每 个 核 苷 酸 ， 从 而 产生 高 放射 性 的 DNA 探 针 。(B) EHRM 
在 DNA 链 的 5' 端 进行 标记 ， 之 后 用 限制 性 内 切 核酸 酶 切割 可 得 到 含有 5 端 标记 的 单 链 DNA 分 子 ，(C) 和 CAD 中 的 
方法 也 用 于 产生 非 放射 性 的 、 携 有 特异 性 化 学 标记 的 DNA 分 子 ， 可 以 用 适当 的 抗体 检测 。 图 示 中 经 修饰 的 核 苷 酸 被 
DNA RANGER DNA 中 ， 使 DNA 分 子 作为 探 针 能 够 容易 被 检测 到 。 图 示 中 核 苷 三 砚 酸 上 的 碱 基 是 胸腺 哮 啶 的 类 
似 物 ， 胸 腺 喀 啶 的 甲 基 基 团 被 替换 成 一 个 连接 着 植物 激素 洋 地 黄 毒 苷 的 空间 辟 。 用 特异 的 连 有 如 菊 光 染料 等 可 视 基 团 
的 抗体 可 以 检测 洋 地 黄 毒 苷 。 其 他 的 化 学 标记 ， 如 生物 素 也 可 以 连 到 核 背 酸 上 ， 以 大 致 相同 的 方法 使 用 


RNA 8 RNA/DNA) 都 可 以 发 生 杂 交 。 这 种 特异 的 杂交 反应 被 广泛 地 用 于 检测 和 分 析 RNA 
和 DNA 分 子 中 的 特定 序列 。 

用 于 检测 互补 序列 的 单 链 DNA 分 子 通常 叫做 探 针 。 这 些 带 有 用 于 检测 的 放射 性 或 者 化 
学 标记 的 分 子 ， 可 以 是 15 到 数 千 核 背 酸 的 任意 长 度 。 用 探 针 进行 的 杂交 反应 灵敏 度 可 达到 检 
测 出 每 个 细胞 一 个 分 子 浓度 的 互补 序列 。 因 此 可 以 判断 出 特定 DNA 样品 中 的 DNA 片段 拷贝 
数 。 同 样 的 方法 可 以 用 于 寻找 相关 但 不 完全 相同 的 基因 。 例 如 ， 以 已 知 的 基因 为 探 针 ， 可 以 
在 所 有 基因 组 还 没 测序 的 生物 体 中 找到 感 兴趣 的 基因 (图 8-25). 
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图 8-25 不 同 的 杂交 条 件 下 可 以 进行 DNA 的 不 精确 配对 
当 人 们 只 需要 与 探 针 完全 匹配 的 DNA 时 ， 杂 交 温 度 控制 在 完好 的 DNA 双 螺 旋 在 溶液 中 变性 〈 即 
熔化 ) 温度 之 下 几 度 ， 这 样 不 完全 匹配 的 双 螺 旋 不 能 稳定 存在 。 当 要 寻找 的 是 与 探 针 序列 相关 而 
并 非 完全 匹配 的 DNA 时 ， 杂 交 温 度 设置 得 更 低 ， 使 得 不 完全 匹配 的 双 螺旋 也 可 以 形成 。 只 有 较 
低 的 杂交 温度 可 以 用 来 搜索 与 基因 A 有 关 但 不 一 样 的 基因 《例子 中 的 D 和 E) (图 10-18) 


DNA 探 针 也 可 以 用 于 与 RNA 进行 杂交 ， 来 确定 一 个 细胞 中 是 否 表达 一 个 特定 的 基因 。 
在 这 种 情况 下 ， 含 有 基因 序列 的 DNA 探 针 与 从 细胞 中 提纯 的 RNA 进行 杂交 ， 来 检测 RNA 
中 是 否 含有 与 DNA 探 针 匹配 的 分 子 ， 如 果 有 的 话 ， 含 量 是 多 少 。 在 更 精确 的 反应 中 ， 在 杂 
交 反 应 之 后 ， 还 要 用 特异 的 核酸 酶 处 理 DNA 探 针 ， 以 判断 与 细胞 中 RNA 配对 的 DNA 探 针 
的 精确 区 域 。 因 此 ， 人 们 可 以 判断 出 RNA 转录 的 起 始 和 终止 位 点 ， 也 可 以 找 出 基因 中 内 含 
子 和 外 显 子 的 精确 边界 《图 8-26). 

现在 ， 内 含 子 /外 显 子 的 边界 通常 通过 表征 了 mRNA 序列 的 cDNA 测序 得 到 。 比 较 该 序 
列 与 全 基因 序列 的 差异 可 得 知 内 含 子 的 位 置 。 我 们 将 在 后 面 回 顾 如 何 从 mRNA 制备 CDNA, 

我 们 知道 当 细 胞 在 环境 中 接受 到 新 的 信号 时 ， 基 因 会 打开 或 关闭 。DNA 探 针 与 细胞 中 
RNA 的 杂交 可 用 于 鉴定 特定 的 基因 是 否 在 进行 转录 。 并 且 ， 当 一 个 基因 的 表达 量 改变 时 ， 我 
们 还 可 以 判断 出 其 改变 是 由 于 转录 水 平 还 是 转录 后 水 平 的 调控 〈 图 7-87)。 这 些 对 基因 表达 的 
检测 最 早 每 次 用 一 个 DNA 探 针 。 如 今 DNA 微 阵 列 技术 允许 人 们 同时 操纵 成 百 上 千 个 基因 ， 
我 们 将 在 后 面 讨 论 。 杂 交 技 术 在 当今 生物 学 研究 中 是 如 此 重要 以 至 于 我 们 很 难 想像 离开 它们 
如 何 进行 基因 结构 和 表达 的 研究 。 
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图 8-26 ”用 核酸 杂交 鉴定 mRNA 分 子 中 出 现 的 克隆 的 DNA 片段 的 区 域 
所 展示 的 方法 中 需要 一 种 能 够 只 在 与 RNA 链 不 形成 碱 基 互 补 配对 处 切割 DNA 链 的 核酸 酶 。 
真 核 基因 中 内 含 子 的 位 置 就 是 用 图 中 的 方法 确定 的 ; RNA 分 子 的 起 始 和 终止 位 普 也 可 以 用 同 
样 的 方法 确定 。DNA 在 变性 的 琼脂 糖 餐 胶 中 以 单 链 的 形式 迁移 ， 结 果 用 于 分 析 


DNA 印迹 法 、RNA 印迹 法 和 电泳 分 离 的 核酸 分 子 的 杂交 


DNA 探 针 通常 用 以 在 核酸 的 复杂 混合 物 中 检测 含有 与 探 针 全 部 或 部 分 序列 互补 的 序列 的 
分 子 。 凝 胶 电泳 可 以 用 于 在 杂交 反应 之 前 依据 相对 分 子 质量 从 粗 提 的 混合 物 中 分 离 不 同 的 
RNA 和 DNA。 如 果 仅 有 一 种 或 数 种 相对 分 子 质量 的 分 子 被 探 针 所 标记 ， 则 可 以 断定 杂交 是 
特异 性 的 。 而 且 ， 从 中 得 到 的 相对 分 子 质量 信息 本 身 也 可 能 是 非常 重要 的 。 举 一 个 例子 说 明 。 

假设 人 们 想 要 搞 清 一 种 突变 小 鼠 产生 缺陷 的 原因 。 这 种 小 鼠 只 能 产生 异常 少量 的 白 蛋 白 ， 
而 通常 这 种 蛋白 质 由 肝脏 组 织 大 量 产生 分 泌 进 入 血液 。 首 先 ， 收 集 突变 的 和 正常 的 小 鼠 的 肝 
脏 组 织 样品 〈 后 者 作为 对 照 )， 用 高 强度 的 去 污 剂 破碎 细胞 以 使 核酸 酶 失 活 ， 否 则 它们 将 降解 
核酸 。 接 下 来 ， 将 RNA 和 DNA 与 其 他 的 细胞 组 分 分 离 ; 体系 中 已 经 全 部 变性 的 蛋白 质 可 用 
茶 酚 〈 一 种 有 效 的 有 机 溶剂 ， 可 与 水 部 分 混合 ) 反复 沉淀 除去 ， 存 在 于 水 相 中 的 核酸 可 用 乙 
醇 沉 淀 与 小 分 子 分 离 。 之 后 ， 根 据 DNA 与 RNA 在 乙醇 中 的 不 同 溶解 性 分 离 DNA 与 RNA, 
用 高 度 特异 性 的 酶 (RNase 或 DNase) 处 理 可 除去 残留 的 不 要 的 组 分 。 通 常 使 用 与 mRNA 的 
多 聚 腺 苷 酸 尾巴 特异 性 结合 的 洁 留 色谱 从 大 量 的 RNA 中 分 离 mRNA, 

为 了 用 DNA 探 针 寻找 编码 白 蛋白 的 mRNA， 可 以 采用 一 种 叫做 Northern 印迹 的 技术 。 


首先 ， 从 突变 的 和 对 照 的 肝 细 胞 中 纯化 出 来 的 全 部 mRNA 用 凝 胶 电 泳 的 方法 按 大 小 分 离 成 一 
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图 8-27 用 凝 胶 转移 杂交 检测 特异 性 RNA 或 DNA 分 子 
在 这 个 例子 中 ，DNA 探 针 通过 其 放射 性 进行 检测 用 化 学 或 荧光 的 方法 检测 DNA 探 针 也 是 很 常见 的 《图 8-24)。 
(A) 单 链 RNA 分 子 〈Northern Southern 印迹 ) 或 者 限制 酶 处 理 产生 的 双 链 DNA 分 子 (Southern 印迹 ) 混合 物 经 过 电泳 
分 离开 。(B) 将 一 张 硝酸 纤维 或 者 尼龙 膜 覆 于 凝 胶 上 ， 通 过 印记 杂交 将 RNA 或 者 DNA 转移 到 膜 上 ，(C) 将 硝酸 纤维 膜 
ACRA. D) 将 含有 核酸 的 膜 放 人 装 有 缓冲 盐 溶液 和 放射 性 标记 的 DNA 探 针 的 密封 塑料 袋 中 。 在 适宜 杂交 的 条 件 下 ， 
膜 与 放射 性 DNA 探 针 接触 足够 长 的 时 间 。(E) 从 袋 中 取出 膜 ， 充 分 洗涤， 只 有 与 RNA 或 DNA 杂交 的 探 针 分 子 结合 在 
膜 上 不 被 洗 掉 。 经 过 放射 自 显影 与 标记 的 探 针 杂交 的 DNA 显示 出 条 带 。 在 RNA 印迹 法 中 ， 膜 上 的 DNA 双 链 分 子 必 
须 在 杂交 进行 前 分 离 。 这 一 过 程 是 在 电泳 之 后 把 DNA 置 于 碱 性 条 件 下 变性 实现 的 〈 未 显示 ) 


系列 的 条 带 。 然 后 ， 为 了 使 RNA 分 子 接触 DNA 探 针 ， 通 过 印迹 杂交 将 RNA 条 带 拷贝 到 硝 
酸 纤维 或 尼龙 膜 上 。 注 膜 与 含有 标记 过 的 DNA 探 针 的 溶液 共 浴 ， 探 针 序列 与 编码 白 蛋白 
mRNA 的 模板 链 的 部 分 序列 互补 。 膜 上 与 标记 的 DNA 探 针 杂交 的 RNA 分 子 〈 因 为 它们 与 
正常 白 蛋白 基因 序列 部 分 互补 ) 可 通过 放射 自 显影 或 者 化 学 方法 检测 〈 图 8-27)。 与 探 针 结合 
的 RNA 分 子 的 大 小 可 以 根据 在 电泳 中 置 于 实验 样品 旁边 的 大 小 已 知 的 RNA 分 子 (标准 
RNA) 的 位 置 进行 判断 。 这 样 ， 人 们 可 以 知道 ， 突 变 小 鼠 的 肝 细 胞 是 产生 与 正常 肝 细 胞 等 
量 而 且 大 小 一 样 的 RNA 分 子 还 是 产生 的 量 有 明显 的 减少 。 另 一 种 可 能 是 突变 的 白 蛋 白 
RNA 分 子 显著 变 短 ， 因 而 在 胶 中 移动 异常 迅速 。 在 这 种 情况 下 ， 可 以 用 一 系列 更 短 的 
DNA 探 针 重新 检测 凝 胶 ， 每 种 探 针 与 基因 的 一 小 部 分 互补 ， 从 而 揭示 出 正常 RNA 的 哪 一 
部 分 缺失 了 。 

另 一 种 类 似 的 凝 胶 转 移 杂 交 法 叫做 Southern 印迹 ， 是 用 来 分 析 DNA 而 不 是 RNA 的 。 
分 离 的 DNA 用 限制 性 内 切 核酸 酶 切割 成 可 以 分 离 的 片段 。 双 链 片 段 依据 大 小 进行 凝 胶 电泳 
分 离 ， 与 DNA 探 针 互补 的 片段 用 与 鉴定 RNA (图 8-27) 同样 的 方法 进行 印记 杂交 。 为 了 鉴 
定 突变 小 鼠 白 蛋白 基因 的 结构 ， 可 以 采用 白 蛋 白 特 异性 DNA 探 针 构建 出 白 蛋 白 基 因 区 详 
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细 的 基因 组 限制 性 图 谱 。 从 图 谱 中 人 们 可 以 看 出 在 无 功能 的 动物 中 白 蛋白 基因 是 否 被 重新 
组 织 了 。 例 如 ， 是 否 有 小 片段 DNA 的 缺失 或 插入 ， 但 是 多 数 的 单 碱 基 突变 用 这 种 方法 不 
能 判定 。 


用 杂交 技术 可 以 在 细胞 或 者 染色 体 上 对 特定 的 核酸 序列 进行 定位 


与 其 他 大 分 子 一 样 ， 核 酸 在 细胞 和 组 织 中 也 有 精确 
的 定位 ， 并 且 当 这 些 分 子 经 过 纯化 提取 后 ， 其 带 有 的 大 
部 分 潜在 信息 都 丢失 了 。 所 以 ， 人 们 发 明了 与 用 标记 的 
抗体 原 位 定位 特定 核酸 序列 类 似 的 方法 用 核酸 探 针 进行 
原 位 杂交 。 这 项 技术 现在 既 可 以 用 于 在 染色 体 上 定位 
DNA， 也 可 以 用 于 在 细胞 中 定位 RNA。 经 过 短 时 间 在 
极 高 的 pH 下 ,染色 体 的 DNA 碱 基 对 被 打开 ， 可 以 与 
标记 的 核酸 探 针 进行 杂交 。 与 探 针 杂交 的 染色 体 区 域 可 
以 看 到 。 开 始 这 项 技术 采用 的 是 高 放射 性 的 DNA 探 针 ， 
通过 放射 自 显影 显 像 。 但 是 后 来 人 们 采用 前 面 化 学 标记 
的 方法 图 8-28) 代替 了 已 经 介绍 过 的 放射 性 的 手段 。 
原 位 杂交 方法 的 发 展 也 帮助 人 们 揭示 了 组 织 细胞 中 
RNA 的 分 配 情况 。 在 这 种 情况 下 ， 不 用 高 pH 处 理 组 
图 8-28 通过 原 位 杂交 在 染色 体 上 对 织 ， 所 以 染色 体 DNA 是 成 双 链 的 ， 不 与 探 针 结合 。 把 
特定 基因 进行 定位 组 织 经 过 温和 的 周 定之 后 ，RNA 处 于 暴露 的 状态 ， 经 
在 这 出 ，6 个 不 同 的 DNA 控 针 用 于 在 有 比 。 过 温浴 可 以 与 互补 的 DNA 或 RNA 探 针 杂交 。 这 样 
ae 可 以 在 组 织 中 观察 差异 性 的 基因 表达 ， 还 可 以 确定 特定 
学 标记 ， 的 抗体 检测 。 两 条 5 RNA 在 细胞 中 的 位 置 〈 图 8-29)。 例 如 ， 这 种 方法 为 人 
号 染色 体 并 排 展示 在 上 面 。 每 种 探 针 在 每 们 提供 了 研究 果 蝇 中 不 同位 置 的 细胞 在 发 育 中 产生 差异 


条 染色 体 上 显 不 出 两 个 亮点 ， 因 为 分 裂 中 的 机 制 的 途径 (讨论 见 第 21 章 ) 。 
期 的 染色 体 经 过 复制 具有 两 个 相同 的 DNA 


双 螺 族 (经 David C. Ward 许可 ) 可 以 从 DNA 文库 中 克隆 基因 


每 个 人 们 所 感 兴趣 的 DNA 片段 都 可 以 被 克隆 。 在 细胞 生物 学 中 ，DNA 克隆 有 两 种 含义 。 
一 种 含义 是 指 它 的 表面 意思 ， 即 得 到 一 个 DNA 分 子 许多 相同 的 拷贝 的 行为 一 一 扩 增 一 个 特 
定 的 DNA 序列 。 而 这 个 术语 的 另 一 种 含义 指 从 细胞 中 分 离 一 段 特 定 的 DNA (通常 是 一 个 特 
定 基因 )， 因 为 得 到 特定 DNA 的 大 量 拷贝 非常 有 助 于 分 离 它 。 

在 这 个 最 普遍 使 用 的 含义 上 ， 进 行 DNA 克隆 有 很 多 方法 。 最 简单 的 方法 是 将 一 段 特定 的 
DNA 片段 插入 到 一 个 自主 复制 基因 元 件 纯化 的 基因 组 中 一 一 通常 是 一 个 病毒 或 者 一 个 质粒 。 例 
如 ， 一 个 含有 人 类 基因 的 DNA 片段 可 以 在 试管 中 与 哈 菌 体 的 染色 体 接 在 一 起 ， 重 组 得 到 的 DNA 
分 子 可 以 引信 细 菌 细胞 中 。 从 一 个 感染 细胞 的 重组 DNA 分 子 ， 经 过 一 般 的 病毒 复制 装置 可 以 在 一 

导 到 10 个 以 上 相同 的 病毒 DNA 分 子 ， 同 时 也 将 人 类 的 DNA 片段 放大 了 同样 的 倍数 。 一 
毒 或 质粒 叫做 一 个 克隆 载体 ， 插 人 其 中 得 以 扩 增 的 DNA 就 叫做 被 克隆 了 。 

要 分 离 一 个 基因 ， 人 们 通常 从 构建 DNA 文库 开始 ， 即 从 细胞 、 组 织 或 者 器 官 中 克隆 的 
DNA 片段 的 总 集 。 人 们 希望 这 个 文库 至 少 含 有 一 个 带 有 目的 基因 的 片段 。 文 库 通常 用 病毒 或 
者 质粒 构建 ， 然 后 以 细菌 细胞 为 宿主 。 尽 管 细节 可 能 有 所 区 别 ， 但 是 两 种 克隆 方法 的 原理 是 
相同 的 。 今 天 大 多 数 克隆 倾向 于 选择 质粒 载体 。 
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图 8-29 用 原 位 杂交 定位 RNA 
CA) 证 马 鱼 早期 胚胎 deltaC 的 表达 模式 .这 个 基因 编码 一 个 Notch 信号 途径 中 的 配 体 〈 讨 论 见 第 15 章 )， 显 
示 的 模式 反映 了 其 在 体 节 消 椎 动物 未来 的 驱 干 和 尾巴 ， 发 育 中 的 作用 ，(B) 高 分 辨 率 的 RN 条 交 展示 
出 跪 豆 细胞 中 核糖 体 RNA 合成 的 位 置 。 直 季 0. 5 一 1um， 香 肠 状 的 结构 对 应 于 含有 编码 rRNA 的 染色 体 DNA 
FR. 得 一 个 白色 小 点 代表 一 个 正在 转录 的 rRNA 基因 CCA) 经 Yun-Jin Jiang YFA; (B) 经 Peter Shaw 许可 ] 


最 常用 于 基因 克隆 的 质粒 载体 是 从 在 细菌 细胞 中 正常 存在 的 大 质粒 改造 而 来 的 小 型 环 状 
双 链 DNA 分 子 。 它 们 通常 只 占 闪 APA HEL DNA 的 一 小 部 分 ， 但 却 因为 相对 分 子 质量 小 
很 容易 与 染色 体 DNA 分 离 ， 因 为 它们 不 像 巨大 的 染色 体 DNA 那样 在 离心 的 时 候 形成 颗粒 沉 
淀 。 作 为 克隆 的 载体 ， 纯 化 的 质粒 DNA 环 用 限制 性 内 切 核酸 酶 切 成 线性 分 子 。 用 于 构建 文 
库 的 细胞 DNA 也 用 同样 的 限制 酶 酶 切 ， 得 到 的 限制 性 片段 (包含 那些 含有 待 克隆 基因 的 ) 
加 入 到 酶 切 的 质粒 中 ， 通 过 它们 的 黏 性 未 端 退火 形成 重组 DNA 环 。 其 后 ， 用 DNA 连接 酶 将 
这 些 含有 外 源 DNA 插入 片段 的 重组 分 子 进 行 共 价 连接 (图 8-30) 。 


环 状 双 链 


质粒 DNA 待 克隆 的 DNA 片 段 
(克隆 载体 ) 人 一 重组 DNA 
j 用 DNA 连 接 | 月 
A "beara meee | 
á 4 
_ 
200nm 200nm 


图 8-30 用 DNA 连接 酶 将 一 个 DNA 片段 插入 细菌 质粒 载体 
用 限制 性 内 切 核酸 酶 切 开 质粒 〈 此 时 产生 黏 性 未 端 })， 与 待 克隆 的 DNA 片段 (也 用 相同 的 限制 性 
内 切 核酸 酶 处 理 )、DNA 连接 酶 和 ATP 混合 。 黏 性 未 端 形 成 碱 基 配 对 ，DNA 连接 酶 填 平 DNA 主 
下 上 的 缺口 ， 产 生 完 整 的 重组 DNA 分 子 《〈 显 微 摄 影 经 Huntington Potter 与 David Dressler 许可) 


构建 文库 的 下 一 个 步 又 是 将 重组 DNA 环 导 入 对 DNA 短 时 可 通 透 的 细菌 细胞 中 ， 称 作用 
质粒 转 染 细胞 。 随 着 这 些 细胞 的 生长 和 每 30min 繁殖 一 代 ， 含 有 外 源 DNA 的 DNA 环 也 进行 
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复制 ， 产 生 大 量 拷贝 (8-31). BARRED: RSE FTAA OR 
的 细胞 。 在 有 抗生素 存在 的 条 件 下 ， 只 有 含有 质粒 的 细胞 才能 生存 。 通 常 每 个 初始 转 染 的 原 
始 细菌 细胞 中 含有 一 个 彼此 不 同 的 外 源 插入 DNA。 该 DNA 被 其 所 有 后 代 继承 ， 并 共同 形成 
了 培养 中 中 的 一 个 菌落 。 


双 链 重组 质粒 
DNA 引 入 细菌 D 
aR 
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图 8-31 通过 细菌 中 的 DNA 克隆 纯化 和 扩 增 特定 DNA 序列 
要 得 到 一 个 特定 DNA 序列 的 大 量 拷贝 ， 先 要 把 片段 插 人 到 质粒 载体 中 ， 如 图 8-30 所 示 。 
之 后 ,重组 质粒 DNA 被 引信 细菌 中 ， 随 着 细菌 的 繁殖 而 扩 增 百 万 售 


很 长 时 间 里 ， 质 粒 被 用 于 克隆 1000~3000bp 长 度 的 DNA。 更 长 的 DNA 片段 更 难以 操 


纵 和 克隆 。 因 此 研究 者 们 转向 使 用 酵母 人 造 染 色 体 (YAC)， 它 可 以 操纵 很 长 的 DNA 片段 
酵母 人 造 染色 体 载 体 人 类 DNA 


ori CEN EcoR I 
ass Pa 


TEL 和 


TEL 
BamH 1 


BamH | 
w 用 BamHI 和 EcoR 1 消化 
TEL A ORI CEN Bynes 
lO + ee ae 
ER aR 长 染色 体 片段 
DNA 绑 定 , 醇 母 细胞 转化 
TEL AOR CEN 2 B TEL 
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56x10 个 碱 基 对 可 达 10' 个 碱 基 对 3.9X 10' 个 碱 基 对 
带 有 人 类 DNA 揪 入 片段 的 人 造 酵母 妇 色 体 


图 8-32 制造 酵母 人 造 染色 体 (YAC) 
用 YAC 载体 可 以 克隆 很 大 的 DNA 分 子 。TEL、CEN 和 ORI 分 别 代表 酵母 的 端 粒 、 着 丝 粒 和 复制 序列 起 点 。 
BamH | 和 EcoRI 代表 相应 的 限制 性 内 切 核酸 酶 在 DNA 双 螺 旋 上 的 切割 位 点 。 标 有 A 和 B 的 序列 编码 作为 
选择 标记 的 酶 ， 可 以 简单 地 分 离 出 的 有 人 工 染 色 体 的 醉 母 细胞 《摘自 DT. Burke, G. F. Carle, and M. V. 
Olson, Science 236: 806~812, 1987) 
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(图 8-32)。 现 在 ， 用 从 天 然 的 大 肠 杆 菌 F 质粒 改造 而 来 的 新 质粒 可 以 克隆 长 度 在 300 000bp 
到 100 万 bp 之 间 的 DNA 片段 。 与 小 细菌 质粒 不 同 ，F 质粒 及 其 衍生 物 细菌 人 造 染色 体 
(BAC) 在 大 肠 杆 菌 中 只 有 一 两 个 拷贝 。 因 为 拷贝 数 低 ， 所 以 它们 倾向 于 稳定 保存 大 的 克隆 片 
段 ， 而 很 少 引 起 质粒 拷贝 上 的 片段 发 生 重组 。 由 于 它们 的 稳定 性 和 对 大 DNA 插入 片段 的 容 
纳 性 ， 以 及 易于 操纵 的 性 质 ， 现 在 BAC 是 构建 复杂 生物 ， 包 括 人 类 和 小 鼠 基因 组 中 表达 的 
DNA 文库 的 首选 载体 。 


两 种 不 同 的 DNA 文库 用 于 不 同 的 目的 


用 一 种 特定 的 限制 性 内 切 核酸 酶 切割 全 基因 组 ， 并 用 上 面 描述 的 方法 将 每 一 个 片段 克隆 
的 克隆 法 有 时 候 叫 做 “ 鸟 枪 法 "。 用 这 项 技术 可 以 得 到 数目 巨大 的 DNA 片段 (对 于 哺乳 动物 
基因 组 可 达 百 万 量 级 ) 从 而 产生 百 万 个 不 同 的 转 染 菌落 。( 当 使 用 BAC 代替 一 般 的 质粒 时 ， 
可 以 插入 较 大 的 片段 ， 所 以 覆盖 基因 组 所 需 的 转 染 细菌 细胞 数目 较 少 .) 每 一 个 这 样 的 菌落 都 
是 由 一 个 祖 细胞 繁衍 而 来 的 ， 因 此 携带 有 片段 化 了 的 基因 组 某 一 部 分 的 许多 拷贝 (图 8-33) 。 
这 样 的 一 个 质粒 叫做 含有 一 个 基因 组 克隆 ， 全 部 质粒 的 集合 叫做 一 个 基因 组 DNA 文库 。 但 是 
因为 基因 组 DNA 是 随机 片段 化 的 ， 所 以 只 有 某 些 片 段 含 有 基因 。 很 多 从 高 等 真 核 生物 中 得 
来 的 基因 组 DNA 克隆 只 含有 非 编码 DNA， 它 们 组 成 了 基因 组 DNA 的 绝 大 部 分 ， 正 如 我 们 
在 第 4 章 中 讨论 过 的 那样 。 
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基因 组 DNA 文 库 


图 8-33 构建 人 类 基因 组 DNA 文库 
一 个 基因 组 文库 通常 保存 在 一 系列 的 细菌 中 ， 每 个 菌 带 有 一 个 人 类 DNA 的 不 同 片段 。 图 中 简单 表示 出 了 几 个 示意 的 片 
段 〈 有 颜色 的 )。 实 际 上 ， 所 有 的 灰色 DNA 片段 都 要 被 克隆 


另 一 种 策略 是 仅 选择 转录 成 mRNA 的 DNA 序列 进行 克隆 ， 它 们 对 应 于 蛋白 质 编码 基 
因 。 按 照 这 种 策略 ， 首 先 要 从 细胞 中 提取 mRNA (或 纯化 mRNA 组 分 )， 然 后 产生 每 一 个 
mRNA 分 子 互补 的 DNA 拷贝 (cDNA)。 这 个 反应 是 通过 反 转 录 病毒 的 反 转录 酶 实现 的 ， 它 
可 以 以 RNA 链 为 模板 合成 DNA 链 。DNA 聚合 酶 可 以 将 单 链 DNA 分 子 转化 合成 双 链 DNA 
分 子 ， 其 后 插入 质粒 或 病毒 载体 进行 克隆 (图 8-34)。 每 一 个 这 样 得 到 的 克隆 叫做 一 个 CDNA 
克隆 ， 从 制备 的 mRNA 得 到 的 全 部 克隆 叫做 一 个 cDNA 文库 。 
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图 8-34 cDNA 的 合成 
从 特定 组 织 中 提取 总 mRNA， 通 过 反 转 录 得 到 mRNA 分 子 的 DNA 拷贝 cDNA). 为 了 简化 ， 只 展示 了 一 个 
mRNA 拷贝 成 DNA 的 过 程 。 与 mRNA 的 3 端 多 聚 腺 华 酸 链 (讨论 见 第 6 章 ) Fh K OY WE HETT AR BE E 
RNA 杂交 作为 反 转 录 的 引物 ， 之 后 形成 RNA 链 的 互补 DNA 链 ， 从 而 形成 DNA/RNA 杂 合 双 螺 旋 。 用 RNA 
MH 日 (图 5-13) 处 理 杂 合 链 ， 在 RNA 链 上 产生 缺口 。 剩 下 的 单 链 cDNA 经 DNA RANY TRALEE cDNA。 如 
图 所 示 ， 原 来 RNA 的 一 个 片段 作为 这 一 反应 的 引物 。 因为 合成 第 二 条 链 的 DNA 聚合 酶 在 合成 的 时 候 会 跨 过 结 
合 的 RNA 分 子 ， 所 以 与 第 一 条 DNA 链 的 3 端 形 成 碱 基 互 补 RNA 片段 通常 作为 第 二 条 链 合 成 终 产物 的 引物 。 
这 条 RNA 链 在 其 后 的 克隆 步骤 中 被 降解 。 所 以 ， 原 来 mRNA 的 5 端 序列 总 是 在 CDNA 文库 中 缺失 


基因 组 DNA 克隆 与 cDNA 克隆 之 间 有 很 大 的 区 别 ， 如 图 8-35 所 示 。 基 因 组 克隆 展示 了 
从 一 个 生物 体 中 得 到 的 所 有 随机 样品 的 DNA 序列 ， 除 了 极 少 的 例外 ， 对 于 不 同 的 细胞 类 型 
是 相同 的 。 相 反 ，cDNA 克隆 只 含有 被 转录 成 mRNA 的 基因 组 区 域 。 因 为 不 同 组 织 的 细胞 产 
生 不 同 的 mRNA 分 子 ， 所 以 每 一 种 不 同 的 细胞 类 型 产生 不 同 的 cDNA 文库 。 


cDNA 克隆 含有 不 间断 的 编码 序列 


用 cDNA 文库 进行 基因 克隆 有 很 多 优点 。 首 先 ， 许 多 蛋白 质 在 分 化 的 细胞 中 产量 很 高 。 
在 这 种 情况 下 ， 从 细胞 制备 的 编码 该 蛋白 质 的 mRNA 就 有 足够 多 的 量 产生 大 量 的 cDNA， 从 
而 大 大 降低 在 文库 中 寻找 所 需 基因 的 工作 量 (图 8-35) 。 例 如 ， 红 血球 〈 红 细胞 ) 可 以 产生 大 
量 的 血红 蛋白 ， 因 此 血红 蛋白 基因 是 最 先 被 克隆 的 基因 之 一 。 

cDNA 克隆 最 大 的 优点 是 它们 含有 连续 的 基因 编码 序列 。 如 我 们 所 知 ， 真 核 基因 通常 是 
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图 8-35 一 个 DNA 区 域 的 cDNA 克隆 与 基因 组 DNA 克隆 之 间 的 区 别 
在 这 个 例子 中 ， 基 因 A 的 转录 频率 低 ， 基 因 B 的 转录 频率 高 ， 两 个 基因 都 含有 内 含 子 〈 绿 色 表 
示 )。 在 基因 组 DNA 文库 中 ， 内 含 子 和 非 转 录 DNA (用 粉色 表示 ) 都 被 克隆 ， 而 大 部 分 克隆 
中 都 只 含有 基因 编码 序列 〈 红 色 表 示 ) 的 一 部 分 。 在 cDNA 克隆 中 ， 内 含 子 序列 (黄色 表示 ) 
在 mRNA 〈 蓝 色 表 示 ) 形成 过 程 中 被 剪 切 掉 ， 因 此 每 个 克隆 中 出 现 的 是 一 个 连续 的 编码 序列 。 
央 为 在 构建 文库 所 用 的 细胞 中 基因 B 的 转录 频率 比 基 因 A 高 ， 所 以 它 在 cDNA 文库 中 出 现 的 
次 数 也 比 入 高 。 与 此 相反 ，A 与 B 在 基因 组 DNA 文库 中 出 现 的 次 数 大 体 相当 


由 被 很 长 的 非 编码 序列 〈 内 含 子 ) 隔断 的 较 短 编码 序列 〈 外 显 子 ) 组 成 的 ， 需 要 从 初生 RNA 
上 移 除非 编码 序列 并 将 编码 序列 接 在 一 起 时 才能 产生 mRNA。 细 菌 和 酵母 细胞 都 不 需要 高 等 
真 核 生物 产生 RNA 的 修饰 过 程 。 所 以 ， 当 克隆 的 目的 是 从 DNA 序列 推导 蛋白 质 的 氨基 酸 序 
列 或 者 在 细菌 或 酵母 中 表达 克隆 的 基因 以 得 到 大 量 蛋 白质 时 ， 人 们 更 倾向 于 选择 从 cDNA F 

基因 组 cDNA 文库 是 研究 者 共同 享有 的 取 之 不 尽 的 资源 。 今 天 ， 许 多 这 样 的 文库 也 可 以 
通过 商业 渠道 获得 。 


分 离 的 DNA 片段 能 够 进行 快速 测序 


20 世纪 70 年 代 晚 期 ， 人 们 发 明了 能 够 简单 而 迅速 地 对 任何 纯化 的 DNA 片段 进行 核 苷 酸 
测序 的 方法 。 它 们 使 得 测定 数 万 个 基因 的 完整 DNA 序列 成 为 可 能 ， 许 多 生物 的 基因 组 序列 
也 得 以 测定 出 来 〈 表 1-1)。 关 于 DNA 序列 的 信息 是 如 此 浩 繁 〈 数 百 亿 个 核 苷 酸 ) 以 至 于 需 
要 使 用 功能 强大 的 计算 机 去 储存 和 分 析 它们 。 

DNA 序列 的 大 量 测定 成 为 可 能 是 从 20 世纪 70 年 代 中 期 双 脱 氧 法 测定 DNA 序列 开始 的 。 


该 方法 基于 在 链 终止 双 脱氧 核糖 核 苷 三 磷酸 存在 状况 下 的 体外 DNA 合成 (图 8-36) 。 
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(A) BRB = AR 双 脱 氧 核糖 核 背 三 磷酸 


COO-o-inyo oo ae eo ee 
CAD BRT EHO DA E K GO BBR TE 
3' OH 


三 磷酸 衍生 而 来 的 缺少 3 FS IE A DUR 
核糖 核 苷 三 磷酸 的 使 用 。 (B) 在 含有 单 链 的 
DNA 待 测序 列 〈 灰 色 )、DNA 聚合 酶 、 引 发 
少量 双 脱氧 核 入 聚合 酶 合成 开始 的 短 DNA 引物 (橙色) 以 及 

BERR ARARIRE (ATP, dTTP, 
T dCTP 和 dGTP， 用 绿色 的 A、C、G、T 表 
示 ) 的 体外 混合 物 中 ， 合 成 纯 的 DNA。 如 果 


允许 3' 端 的 链 延 伸 阻止 3 端的 链 延 伸 


(B) 。 正常 脱氧 核糖 核酸 前 体 
(dATP.dCTP,dGTP 和 dTTP) =>; $ 


SSDAR SSM : 

DNA REA OE EBC PRU SUSUR = — F ER FF ARO TUB PEE BHF = RMR OL 
pi 2. METONAA FAR DIE (红色 表示 ) 也 存在 于 混合 体系 中 的 话 ， 它 也 
RR oo COTA c Teroaacco mm 可 以 参与 链 的 合成 ， 因 为 这 样 的 链 缺 少 3 - 羟 
用 于 测序 的 单 链 DNA 分 子 基 ， 所 以 不 能 进一步 加 入 新 的 核 背 酸 而 在 该 

一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 点 产生 链 终止 。 在 术 例 中 ， 核 此 本 混合 
© 一 一 -+ 含有 少量 的 双 脱 氧 ATP (ddATP， 此 处 用 红 
3' COTATACAGTENGGTE 5 | ONA 色 的 A 表示 )。 它们 与 过 量 的 正常 脱 气 ATP 
CE | (dATP， 用 绿色 的 A 表示 ) 竞争 ， 随 机 参与 
单 链 DNA 链 的 延伸 。 反 应 混合 物 最 终 产生 一 系列 
Saraaae s ae 不 同 长 度 的 与 模板 DNA 互补 的 DNA， 分 别 
ie 在 延长 链 的 不 同 的 A 处 发 生 终止 。(C) 为 了 
act 鉴定 完整 的 DNA 片段 的 序列 ， 首 先 将 双 链 
an an 1 DNA 分 成 2 个 单 链 ， 其 中 一 个 作为 测序 的 模 
mikan =e puss H. 4 FEIO BEZE IE BUR RA = 
WN uamo CaG (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP. 仍然 用 


ORE 1A CA ARMM ATS COT =.. Ca0TCC MANNIN *6 ”红色 表示 ) 用 于 模板 〔 用 灰色 表示 ) 相同 的 4 
个 分 开 的 DNA 合成 反应 。 反 应 产物 在 4 个 并 
排 的 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 沐 道 中 电泳 分 离 〈 用 A、 
T, C, GRR). 新 合成 的 片段 用 连 在 新 生 
链 中 的 引物 或 一 种 脱氧 核糖 核 菠 三 砚 酸 
标记 放射 性 或 荧光 的 ) 进行 检测 。 在 每 一 
个 泳 道中 ， 条 带 代表 在 给 定 的 核 背 酸 处 〈 如 
最 左边 则 是 A) 终止 但 终止 位 置 不 同 的 核酸 
链 . 按照 从 下 到 上 的 顺序 在 各 条 泳 道中 读 出 
s 条 带 ， 可 以 确定 新 生 DNA FI. EIERE 


站 胶 右 侧 的 肩头 中 给 出 ， 这 个 序列 与 原来 的 双 
从 凝 胶 的 底部 开始 可 以 直接 读 出 DNA 序 列 ay 
ATGTCAGTECAG, 链 DNA 分 子 中 5 一 3' 链 〈 绿 色 ) 的 序列 相同 


尽管 基本 的 方法 今天 仍 在 使 用 ， 但 许多 地 方 已 经 进行 了 改进 。DNA 测序 如 今 已 经 完全 自 
动 化 : 机 器 手 混合 试剂 、 加 样 、 电 泳 并 读 出 核 背 酸 碱 基 序列 。 通 过 对 链 终止 核 背 酸 进行 不 同 
颜色 的 荧光 染料 标记 可 以 提高 效率 ， 而 且 在 这 种 情况 下 ，4 个 反应 全 都 可 以 在 同一 个 试管 中 
进行 ， 产 物 也 可 以 在 同一 个 凝 胶 泳 道中 进行 分 离 。 位 于 凝 胶 底部 的 检测 器 在 激光 通过 电泳 条 
带 的 时 候 可 以 记录 下 每 个 条 带 的 荧光 颜色 (图 8-37)。 计 算 机 可 以 读 出 并 记录 下 核 苷 酸 的 
序列 。 
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图 8-37 自动 DNA 测序 
这 里 展示 的 是 DNA 自动 测序 过 程 中 计算 机 所 显示 的 一 小 部 分 数据 。 每 一 个 有 颜色 的 
峰 代 表 DNA 序列 中 的 一 种 核 苷 酸 ， 从 序列 起 点 173 到 194 位 的 核 背 酸 序 列 可 以 清楚 
地 读 出 来 。 这 个 例子 来 自 拟 南 芥 全 基因 组 的 国际 项 目 〈 经 George Murphy 许可 


核酸 序列 用 于 预测 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 


今天 DNA 测序 是 如 此 的 快速 可 靠 以 至 于 它 已 经 成 为 间接 判定 大 多 数 蛋白 质 的 氨基 酸 序 
列 的 首选 方法 。 有 了 编码 一 个 蛋白 质 的 核酸 序列 之 后 ， 步 又 就 十 分 明了 。 尽 管 在 理论 上 有 6 
(A) 上 面 的 DNA 链 的 读 码 方向 一 ~ 
N- ie Jeu pha erg vat ie ag pro M the sg asn phe the BI ag -C 
tyr phe ie ser sor asn sor thr : 
- leu phe tyr phe glu MM phe asp 


可 读 框 


Es 


DNA 


可 读 框 


~ 一 下 面 的 DNA 链 的 读 码 方向 
B® 上 面 的 DNA 链 的 读 码 方向 一 


可 读 框 
OO O E E 
DNA 3} ; 
$c a ET 一 
可 读 框 -2 I 
3 
一 下 面 的 DNA 链 的 读 码 方向 
500 个 碱 基 对 


图 8-38 寻找 编码 蛋白 质 的 DNA 序列 区 域 
(A) 任 一 个 DNA 序列 区 域 基本 上 都 可 以 编码 6 个 氨基 酸 序列 ， 因 为 每 条 链 上 都 有 3 个 不 同 的 可 读 框 可 用 于 核酸 序列 的 
翻译 。 注 意 核酸 序列 总 是 以 从 5 到 3 的 顺序 编码 从 氨基 (N) 端 到 羧基 〈C) 端的 多 肽 链 。 用 一 个 特定 的 可 读 框 读 一 个 
随机 的 核酸 序列 时 ， 平 均 每 读 21 个 氨基 酸 CBN 63 MEER) 就 会 遇 到 一 个 终止 信号 。 在 这 个 48bp 的 例子 中 ， 每 个 终 
止 子 都 用 绿色 表示 ， 只 有 可 读 框 2 没有 终止 信号 。(B) 在 1 700bp 的 DNA 序列 中 搜索 可 能 的 蛋白 质 编码 序列 。 过 程 与 
(A) 中 一 样 ， 每 个 蛋白 质 合成 的 终止 信号 用 绿 线 表示 。 除 此 之 外 ， 所 有 和 蛋白质 合成 可 能 的 起 始 和 终止 位 点 之 间 的 区 域 
都 用 红色 的 条 框 表示 。 只 有 可 读 框 1 实际 上 编码 一 条 475 个 氨基 酸 长 度 的 蛋白 质 
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个 翻译 蛋白 质 的 可 读 框 ， 但 是 通常 唯一 正确 的 可 读 框 是 可 以 从 缺少 频繁 出 现 的 终止 子 来 判断 
的 (图 8-38) 。 我 们 在 第 6 章 中 已 经 讨论 过 ， 随 机 的 核酸 序列 在 读 码 时 每 20 个 氨基 酸 左右 会 
出 现 一 个 蛋白 质 合 成 的 终止 信号 。 编 码 比 这 长 得 多 的 氨基 酸 序列 的 核酸 序列 可 以 看 作 是 可 能 
的 外 显 子 。 可 以 把 它们 翻译 成 氨基 酸 序列 〈 用 计算 机 )， 并 在 数据 库 中 搜索 其 他 生物 中 与 之 具 
有 相似 性 的 蛋白 质 。 如 果 需 要 的 话 ， 可 以 对 纯化 的 蛋白 质 进 行 部 分 测序 以 验证 从 DNA 预测 
的 序列 的 正确 性 。 

问题 在 于 ， 如 何在 整个 基因 组 中 确定 编码 蛋白 质 的 基因 。 在 缺少 内 含 子 的 细菌 和 十 细菌 
染色 体 中 或 者 CDNA 克隆 中 确定 基因 是 最 容易 的 。 通过 对 DNA 某 些 明显 的 性 质 进 行 鉴定 
(在 第 6 章 中 已 讨论 ) ， 可 以 推测 基因 在 这 些 核 酸 序 列 中 的 定位 。 简 而 言 之 ， 编 码 蛋白 质 的 基 
因 是 通过 通常 以 ATG 为 起 始 密码 子 ， 以 TAA、TAG 或 TGA 为 终止 密码 子 的 可 读 框 
(ORF) 鉴定 的 。 为 了 减少 错误 ， 通常 要 求 计算 机 只 考虑 长 度 大 于 100 个 密码 子 的 序列 。 

对 于 更 复杂 的 基因 组 ， 如 真 核 生 物 基因 组 ， 这 个 过 程 被 嵌 在 基因 的 编码 成 分 之 中 的 内 含 子 
复杂 化 了 。 在 包括 人 在 内 的 许多 细胞 生物 中 ， 外 显 子 的 平均 长 度 只 有 150bp。 所 以 在 真 核 生 物 
中 ， 人 们 必须 寻找 基因 存在 的 其 他 特征 ， 如 内 含 子 /外 显 子 边界 或 者 明显 的 上 游 调节 区 域 。 

另 一 种 判断 染色 体 中 编码 区 的 方法 是 通过 鉴定 可 检测 到 的 mRNA 的 核酸 序列 (以 CDNA 
的 形式 ) 的 性 质 。mRNA (以 及 由 它们 产生 的 CDNA) 缺少 内 含 子 、 调 节 DNA 序列 和 基因 之 
间 非 必需 的 “间隔 ”DNA。 这 对 于 大 量 测定 CDNA 序列 以 得 到 一 个 某 一 生物 编码 序列 的 巨大 
数据 集合 叫做 一 个 数据 库 ) 是 有 帮助 的 。 之 后 这 些 序列 可 以 用 于 在 与 基因 对 应 的 长 的 染色 
体 DNA 序列 中 区 别 内 含 子 与 外 显 子 。 

最 后 ， 有 亲缘 关系 的 生物 中 的 保守 核酸 序列 通常 编码 蛋白 质 。 在 不 同 的 生物 中 比较 这 些 
序列 可 以 提供 有 关 一 个 特定 蛋白 质 或 基因 的 功能 的 信息 ， 我 们 将 在 下 一 章 讨论 。 


许多 生物 的 基因 组 都 全 部 测序 完成 


受益 于 DNA 测序 的 自动 化 ， 许 多 生物 的 基因 组 已 经 完全 测序 完成 了 ， 包 括 植物 叶绿体 、 动 
物 的 线粒体 、 为 数 众多 的 细菌 和 古 细菌 ， 以 及 许多 在 实验 室 中 广泛 研究 的 模式 生物 ， 包 括 几 种 
酵母 、 一 种 线虫 、 果 蝇 、 模 式 植物 拟 南 芥 、 小 鼠 ， 还 有 人 类 。 研 究 者 已 经 得 到 了 大 量 的 人 类 病 
原 体 的 完整 DNA 序列 ， 包 括 替 乱 、 肺 结核 、 梅 毒 、 淋 病 、 莱 姆 氏 病 和 胃 溃 疡 ， 还 包括 数 以 百 计 
的 病毒 ， 如 天 花 病 毒 以 及 爱 普 斯 坦 巴 氏 小 体 病毒 〈 能 引起 传染 性 单 核 细胞 增多 症 )。 对 这 些 病原 
体 基因 组 的 研究 可 能 会 提供 关于 它们 如 何 致 病 的 线索 ， 从 而 指出 更 有 效 的 治疗 新 途径 。 

流感 病菌 〈 一 种 引起 儿童 耳 部 感染 或 脑膜 炎 的 细菌 ) 是 第 一 个 全 基因 组 测序 完成 的 生物 
( 共 180 万 个 核 背 酸 )， 其 测序 采用 了 今天 最 广泛 采用 的 鸟 枪 测序 法 。 使 用 鸟 枪法 ，DNA 的 长 
序列 被 随机 地 打 成 较 小 的 片段 ， 每 个 片段 分 别 测序 ， 再 利用 片段 间 的 重 秋 部 分 用 计算 机 将 其 
组 合成 完整 的 染色 体 或 基因 组 。 乌 枪法 是 一 种 小 基因 组 测序 技术 。 尽 管 高 重复 性 的 基因 组 由 
鸟 枪法 测序 会 比较 麻烦 ， 在 果 蝇 、 小 鼠 和 人 类 基因 组 测序 中 鸟 枪法 仍然 十 分 有 用 。 

随 着 新 的 序列 在 科学 文献 中 以 不 断 加快 的 速度 出 现 ， 对 不 同 生 物 的 全 基因 组 序列 进行 比 
较 使 我 们 得 以 追踪 这 些 基因 和 生物 的 进化 关系 ， 并 发 现 基因 和 预测 它们 的 功能 。 确 定 基因 的 
功能 通常 涉及 将 它们 的 序列 与 在 实验 室 中 已 充分 研究 的 模式 生物 ， 如 大 肠 杆 菌 、 裂 殖 酵母 、 
秀丽 新 小 杆 线虫 和 果 蝇 〈 在 第 1 章 中 已 讨论 ) 的 相应 序列 进行 比 对 。 

尽管 基因 组 已 全 部 测序 完成 的 生物 有 很 多 相同 的 细胞 途径 ， 并 且 在 许多 蛋白 质 的 氨基 酸 
在 序列 和 结构 上 具有 同 源 性 ， 但 是 最 新 发 现 的 大 量 蛋白 质 的 功能 仍然 不 得 而 知 。 基 因 组 编码 
的 15% 一 40% 的 蛋白 质 与 任何 功能 已 知 的 蛋白 质 并 不 相似 。 这 个 现象 说 明了 基因 组 领域 研究 
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存在 的 一 个 局 限 性 : 尽管 基因 组 的 比较 分 析 提供 了 有 关 基 因 与 生物 体 关系 的 很 多 信息 ， 但 是 
通常 不 能 直接 解释 这 些 基因 如 何 行使 功能 ， 或 者 说 明 它 们 在 生物 体 的 生理 状况 下 存在 哪些 规 
律 。 例 如 ， 通 过 若干 嗜 热 细菌 全 基因 组 的 比较 ， 仍 无 法 得 知 它们 为 什么 能 够 在 超过 70°C HO 
温 下 生存 。 对 神奇 的 抗 辐射 细菌 基因 组 的 研究 并 不 能 解释 为 什么 这 种 生物 能 够 在 足以 粉碎 玻 
璃 的 射线 下 存活 。 为 了 了 解 在 活 的 生物 体 中 基因 如 何 行使 功能 ， 需 要 进一步 进行 生物 化 学 和 
遗传 学 研究 ， 我 们 将 在 本 章 的 最 后 几 节 中 介绍 。 


选择 的 基因 片段 可 以 经 聚合 酶 链 反 应 在 试管 中 克隆 


既然 如 此 多 的 基因 组 序列 都 已 经 得 到 ， 那 么 我 们 就 可 以 不 建立 DNA 文库 而 直接 进行 基 
因 克 隆 。 聚 合 酶 链 反应 (PCR) 技术 使 快速 克隆 成 为 可 能 。 采 用 PCR 可 以 将 一 个 基因 组 的 选 
定 区 域 扩 增 数 10 亿 倍 ， 从 而 有 效 地 将 这 段 DNA 从 基因 组 中 纯化 出 来 。 
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图 8-39 用 PCR 技术 扩 增 DNA 
根据 已 知 的 DNA 序列 信息 合成 两 条 塞 核 背 酸 链 ， 分 别 与 DNA RR RE Ae BE RE ah, BE 
酸 作为 引物 与 扩 增 的 DNA 片段 识别 ， 在 DNA 育 合 酶 的 作用 下 ， 用 于 体外 的 DNA 合成 。(A) PCR 以 双 链 DNA 起 始 ， 
在 每 个 反应 周期 中 先进 行 短暂 的 热处理 ， 使 双 链 DNA 分 开 步骤 1)。 解 链 后 ， 在 两 个 DNA ERHI S| Mit ARTE TE 
的 情况 下 冷却 DNA， 引 物 与 两 条 DNA 链 中 的 互补 序列 杂交 (步骤 2). 混合物 与 DNA 聚合 酶 及 4 AAU BT = Bt 
酸 共 浴 从 引物 处 开始 合成 DNA GPR 3)。 整个 周期 经 加 热 解 链 后 青 次 重复 。(B) 随 着 过 程 的 不 断 重复 ， 新 合成 的 片段 
其 后 成 为 模板 ， 在 数 个 周期 之 内 原始 模板 两 个 引物 之 间 的 序列 成 为 主要 的 产物 。 在 参与 最 初 反应 的 DNA 中 ， 只 有 位 于 
两 个 引物 之 间 的 序列 才能 被 扩 增 ， 因 为 引物 没有 其 他 的 结合 位 点 。 在 “B) 例子 中 ， 经 过 3 个 周期 产生 16 条 DNA 链 ， 
其 中 8 条 (黄色 标志 ) 是 与 最 左边 原始 标 框 中 序列 精确 互补 的 序列 ， 其 他 的 链 中 含有 在 起 始 的 几 个 周期 中 复制 产生 的 原 
始 序列 下 游 额外 的 DNA. 再 经 过 3 个 周期 之 后 ，256 条 DNA 链 中 有 240 条 链 与 原始 标 框 中 的 序列 精确 互补 ， 青 经 过 几 
个 周期 后 ， 几 乎 所 有 的 DNA 链 都 具有 相同 的 长 度 


为 了 界定 需要 的 基因 序列 ， 我 们 用 化 学 方法 合成 两 套 赛 核 背 酸 ， 作 为 在 全 基因 组 经 加 热 
后 得 到 的 单 链 上 合成 DNA 的 引物 。 在 体外 纯化 得 到 的 DNA 聚合 酶 的 催化 下 合成 新 的 DNA, 
引物 留 在 最 终 形成 的 DNA 片段 的 5' 端 [图 8-39(A)]。 

在 最 初 的 DNA 合成 周期 中 ， 并 没有 什么 特别 的 地 方 ， 但 在 经 过 若干 周期 之 后 ，PCR 的 优 
势 就 显示 出 来 。 因 为 在 每 一 个 周期 中 需要 用 短暂 的 热处理 将 模板 DNA 双 螺 旋 分 成 两 条 单 链 ， 所 
以 需要 一 种 从 嗜 热 菌 中 分 离 出 来 的 ， 能 够 耐 受 超常 温度 不 致 变性 的 特殊 的 DNA 聚合 酶 。 在 每 一 
个 DNA 合成 周期 中 新 生 的 片段 都 可 以 在 下 一 周期 中 作为 模板 ， 所 以 经 过 几 个 周期 之 后 ， 产 物 中 
的 主要 成 分 就 成 了 与 两 套 原始 引物 之 间 的 长 度 一 致 的 单 链 DNA 片段 [图 8-39(B)]。 

在 实践 中 ， 需 要 20 一 30 个 反应 周期 来 获得 足够 的 DNA， 因 为 每 一 周期 中 的 产物 都 可 以 
作为 下 一 周期 的 模板 ， ald tai eee: 5min， 并 且 整 个 过 程 很 容易 
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图 8-40 用 PCR 获得 基因 组 或 cDNA 克隆 
(A) 为 了 用 PCR 获得 基因 组 克隆 ， 首 先 从 细胞 中 纯化 染色 体 DNA。 加 入 位 于 微克 隆 的 DNA 两 端的 引物 ， 进 
行 多 个 周期 的 反应 〈 图 8-39)。 因 为 只 有 引物 之 间 (包括 之 ) 的 DNA 被 扩 增 ， 所 以 PCR 提供 了 一 种 从 染色 体 
DNA 选择 性 获得 纯 的 短 链 DNA 的 方法 。(B) 用 PCR 的 方法 获得 cDNA， 首先 要 从 细胞 中 纯化 mRNA。 之 后 
将 第 一 个 引物 加 入 mRNA 中 ， 用 反 转 录 酶 产生 互补 的 DNA 链 。 然 后 加 入 第 二 个 引物 ， 经 过 多 个 PCR 反应 周 
期 得 到 单 链 的 DNA 分 子 ， 如 图 8-39 所 示 。 对 于 两 种 克隆 ， 要 克隆 的 区 域 至 少 部 分 核 苷 酸 序列 应 是 已 知 的 
，570 + 


实现 自动 化 。 因 此 PCR 不 同 于 要 花费 数 天 时 间 完 成 的 常规 克隆 ， 是 只 需要 几 个 小 时 就 能 完成 
的 “无 细胞 分 子 克隆 ”。 这 项 技术 如 今 普遍 用 于 从 基因 组 DNA 或 细胞 中 分 离 得 到 的 mRNA 
开始 的 所 研究 基因 的 直接 克隆 (图 8-40)。 

PCR 技术 灵敏 度 非常 高 ， 甚 至 可 以 在 样品 中 检 出 一 个 DNA 分 子 。 痕 量 的 RNA 可 先 经 


用 凝 胶 电 泳 对 PCR 产 物 进行 分 离 
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图 8-41 PCR 如 何 应 用 于 法 学 
CAD 在 这 个 实验 中 产生 差异 的 DNA 序列 中 含有 多 个 在 人 类 基因 组 不 同位 点 出 现 的 短 重复 序列 弟 ， 如 CACACA…。 
每 个 重复 序列 串 的 重复 数 在 不 同 的 个 体 中 从 4 一 40 是 高 度 多 变 的 。 一 串 这 样 的 重复 核酸 序列 叫做 超 变 小 卫星 序列 ， 图 
VNTR (串联 重复 可 变数 ) 序列 。 这 些 序列 在 每 个 位 点 都 具有 可 变性 ， 个 体 通常 从 父亲 和 母亲 那里 分 别 继承 一 部 分 ， 
而 无 亲缘 关系 的 人 之 间 通 常 不 会 含有 相同 的 序列 对 。 使 用 位 于 基因 位 点 两 端的 引物 进行 PCR 可 以 得 到 每 个 个 体 的 两 
条 DNA 扩 增 片段 条 带 ， 一 条 代表 父 本 ， 一 条 代表 母 本 。 经 过 电泳 ， 扩 增 所 得 的 DNA 的 长 度 和 产生 的 位 置 取决 于 该 
位 点 的 具体 重复 数 。(B) 在 上 面 的 示意 图 中 ， 对 3 个 嫌疑 人 个 体 A、B、C) 的 3 个 相同 的 VNTR 位 点 进行 了 分 析 
(需要 3 对 不 同 的 特异 性 寒 核 苷 酸 引 物 ) EA RS PI EE TK AGB 6 条 DNA 条 带 。 尽 管 这 些 个 体 有 若干 
相同 的 条 带 ， 但 总 体 的 情况 彼此 不 同 。 因 此 条 带 可 以 作为 一 个 个 体 的 近乎 独特 的 “指纹 ”。 在 第 4 条 泳 道 (F) 中 含有 
法 医 样品 的 反应 产物 。PCR 的 起 始 产物 可 以 是 留 在 犯罪 现场 的 一 根 头发 或 是 少量 血样 。 当 鉴定 5 一 10 个 VNTR 位 点 
时 ， 两 个 个 体 具 有 相同 基因 模式 的 可 能 性 只 有 大 约 100 亿 分 之 一 。 在 这 个 例子 中 ,个 体 A 和 C 可 以 排除 嫌疑 ， 而 个 
体 B 仍 然 是 一 个 明显 的 嫌疑 犯 。 如今 类 似 的 方法 常常 用 于 亲缘 鉴定 
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反 转 录 转 录 成 DNA 后 用 同样 的 方法 分 析 。PCR 在 基因 疾病 的 诊断 和 少量 病毒 感染 的 检测 上 
很 大 程度 上 取代 了 RNA 印迹 法 。 它 在 法 医学 上 鉴定 微量 血迹 或 其 他 组 织 ( 甚 至 单个 细胞 ) 
和 通过 基因 “指纹 ”进行 亲缘 鉴定 方面 也 有 很 大 的 发 展 空间 (图 8-41)。 


细胞 内 的 蛋白 质 可 以 利用 表达 载体 进行 大 量 的 表达 


15 年 以 前 ， 人 们 只 能 简单 地 研究 相对 丰富 的 细胞 内 蛋白 质 。 从 几 百 克 的 细胞 中 ， 采 用 连 
续 的 色谱 分 离 步骤 ， 可 以 纯化 一 种 主要 的 细胞 蛋白 质 占 细胞 总 蛋白 质 的 1% 或 以 上 )， 可 以 
captain mse 得 到 大 约 0. 1g (100mg) 的 纯 蛋 白质 。 这 些 蛋 白质 足以 用 


于 常规 的 氨基 酸 测序 、 生 化 反应 的 细节 分 析 和 生产 抗体 
CG (可 进一步 用 于 蛋白 质 在 细胞 中 的 定位 )。 此 外 ， 如 果 可 以 
长 出 可 溶 的 晶体 (一 般 比 较 困 难 )， 就 可 以 利用 X 射线 衍 


BOTAN mn | 射 技术 测定 这 一 蛋白 质 的 三 维 结构 ， 这 一 内 容 我 们 将 在 后 
面 的 章节 中 进行 介绍 。 许多 丰富 蛋白 质 〈 包 括 血红 蛋白 


《 ) 胰 蛋 白 酶 、 免 疫 球 蛋 白 和 溶菌 酶 ) 的 结构 和 功能 ， 都 是 通 
过 这 种 途径 分 析 得 到 的 。 


RARHEERHDNANN 但 是 ， 在 真 核 细胞 的 数 以 千 计 的 不 同 蛋白 质 中 ， 绝 大 

oan 多 数 是 以 极 少量 的 方式 存在 的 ， 包 括 那 些 具有 至 关 重要 功 
能 的 蛋白 质 。 这 些 蛋 白质 大 部 分 都 很 难 (如果 说 不 是 不 可 
能 的 ) 得 到 多 于 几 个 微克 的 纯 品 。 使 几乎 不 限量 的 生产 任 
何 细胞 蛋白 质 成 为 可 能 ， 是 DNA 克隆 技术 和 遗传 工程 对 
细胞 生物 学 的 最 重要 的 贡献 之 一 。 

利用 表达 载体 (图 8-42) 可 以 在 活 细胞 中 生产 大 量 
的 想 要 的 蛋白 质 。 这 些 表达 载体 是 经 过 设计 的 普通 载 
体 ， 它 们 可 以 在 转 染 的 细菌 、 酵 母 、 昆 虫 细 胞 和 哺乳 动 
物 细胞 中 产生 大 量 稳定 的 能 有 效 翻 译 成 蛋白 质 的 信使 
RNA。 为 了 防止 高 水 平 表达 的 外 源 蛋 白质 影响 转 染 的 细 
胞 的 生长 ， 表 达 载 体 常常 通过 设计 ， 使 外 源 信使 RNA 
和 蛋白 质 的 合成 可 以 延迟 至 收获 细胞 的 前 一 刻 《〈 图 
8-43) 。 
图 8-42 将 编码 蛋白 的 DNA 序列 克隆 由 于 表达 载体 生产 蛋白 质 是 在 细胞 中 进行 的 ， 在 进 
Se 产生 行 了 细胞 裂解 之 后 ， 必 须 利 用 色谱 方法 把 想 要 的 蛋白 质 

从 宿主 细胞 所 有 的 蛋白 质 中 纯化 出 来 ; 但 由 于 在 细胞 列 

于 
高 的 启动 子 ， 可 以 产生 出 对 应 于 插入 质粒 的 
启动 子 邻近 的 蛋白 质 编码 基 因 的 大 量 的 1%% 一 10%)， 通 常 几 个 步骤 就 可 以 完成 纯化 过 程 。 许 多 
mRNA。 根 据 克 隆 载体 的 性 质 ， 可 以 将 质粒 表达 载体 设计 添加 了 一 个 分 子 标签 〈 一 串 组 氨 酸 残 基 或 
导 人 细菌 、 酵 母 、 尼 虫 或 者 员 乳 细胞 ,使 得 者 一 个 小 的 标记 和 蛋白质) ， 使 表达 的 蛋白 质 可 能 采用 简 
插 人 的 基准 上 以 高 效 地 转录 并 翻译 成 蛋白 质 易 的 纯化 过 程 ， 来 进行 亲 和 色 谱 层 析 ， 前 面 已 经 讨论 
过 。 现 在 有 许多 种 经 过 改造 的 表达 载体 可 用 ， 每 种 都 可 以 在 表达 蛋白 质 的 细胞 中 发 挥 功 
能 。 通 过 这 种 方法 ， 我 们 可 以 诱导 来 生产 大 量 的 有 药 用 价值 的 蛋白 质 ， 如 入 胰岛 素 蛋白 、 
生长 激素 、 干 扰 素 和 接种 用 的 病毒 抗原 。 更 一 般 地 ， 这 些 方法 使 得 大 量 生产 所 有 蛋白 质 都 
成 为 可 能 ， 即 使 这 些 蛋 白质 在 每 个 细胞 中 只 有 几 个 拷贝 ， 生 产 所 得 的 蛋白 质 可 以 用 于 细节 
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图 8-43 用 质粒 表达 载体 产生 大 量 蛋白 质 
这 个 例子 中 ， 用 DNA 解 旋 酶 的 编码 序列 转 染 细菌 细胞 ， 这 一 序列 的 转录 由 一 种 只 在 37 仿 及 更 高 的 温度 下 有 活 
性 的 病毒 启动 子 控制 。 细 胞 总 蛋白 质 用 SDS - 聚 丙 燃 酰胺 厂 聚 电泳 进行 分 析 ， 细 胞 样品 中 有 在 25 信 生长 的 细菌 
《不 产生 解 旋 酶 蛋白 ) 和 放 嘲 于 42 仿 生长 至 2h 的 同样 的 细菌 〈 解 旋 酶 蛋白 成 为 细胞 裂解 物 中 最 丰富 的 蛋白 质 种 
类 ) (经 Jack Barry 许可 ) 


性 的 结构 和 功能 研究 ， 这 方面 的 内 容 我 们 将 在 后 面 的 章节 进行 讨论 (图 8-44) 。 
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图 8-44 细胞 分 子 生物 学 知识 使 在 实验 中 从 基因 到 蛋白 质 、 从 蛋白 质 到 基因 成 为 可 能 
小 量 纯 蛋 白质 用 于 获得 氨基 酸 序列 的 一 部 分 ， 这 就 提供 了 序列 信息 ， 可 以 从 DNA 文库 中 克隆 到 相应 的 基因 。 
一 旦 克隆 到 了 基因 ， 就 可 以 将 它 的 蛋白 质 编码 序列 插 人 到 表达 载体 中 ， 从 遗传 改造 的 细胞 中 产生 大 量 的 蛋白 质 


DNA 技术 也 可 以 用 于 大 量 生产 任何 已 经 分 离 出 基因 的 RNA 分 子 。 纯 RNA 分 子 的 应 用 ， 
大 大 促进 了 RNA 剪接 、 蛋 白质 合成 、 基 于 RNA 的 酶 等 的 研究 。 大 多 数 RNA 痕 量 存在 于 细 
胞 中 ， 而 且 很 难 从 细胞 的 其 他 组 分 (尤其 是 成 千 上 万 的 其 他 RNA 分 子 ) 中 纯化 出 来 。 但 对 
于 任何 感 兴趣 的 RNA 都 可 以 通过 高 效 的 病毒 RNA FEA BPE DNA 序列 在 体外 进行 有 效 的 
合成 。 合 成 的 单一 种 类 的 RNA 可 以 很 容易 地 从 DNA 模板 和 RNA 聚合 酶 中 纯化 出 来 。 
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DNA 克隆 可 以 将 任何 单 拷贝 的 DNA 或 者 RNA 序列 的 特异 部 分 从 细胞 中 的 数 百 万 种 序 
列 中 选择 出 来 ， 并 且 可 以 以 纯 品 的 形式 不 限量 的 生产 。 将 染色 体 DNA 进行 限制 酶 酶 切 ， 以 
及 在 自 复制 的 遗传 元 件 中 插入 DNA 片段 之 后 ， 就 可 以 进行 DNA 序列 的 扩 增 。 通 常 使 用 质粒 
载体 进行 这 些 操作 ， 得 到 的 基因 组 DNA 文库 收藏 在 上 百 万 的 细菌 细胞 中 ， 每 个 保存 一 个 不 
同 的 DNA 克隆 片段 。 这 一 文库 中 的 可 增殖 的 个 体 细胞 可 生产 出 大 量 的 单一 克隆 的 DNA 片 
段 。 作 为 替代 ， 聚 合 酶 链 反 应 可 以 利用 一 种 纯 的 、 热 稳定 的 DNA 聚合 酶 直接 进行 DNA 克 
隆 ， 前 提 是 感 兴趣 的 DNA 序列 已 知 。 

用 于 获得 与 mRNA 序列 相对 应 的 DNA 克隆 的 流程 和 上 述 过 程 是 一 样 的 ， 只 是 要 先 得 到 
mRNA 的 DNA 拷贝 即 cDNA。 不 同 于 基因 组 DNA 克隆 的 是 ，cDNA 克隆 缺乏 内 含 子 序列 ， 
使 得 它们 成 为 分 析 基 因 的 蛋白 质 产物 的 选择 克隆 。 

核酸 杂交 反应 提供 了 一 种 检测 基因 或 者 其 他 任何 核 苷 酸 序列 的 灵敏 手段 。 在 严格 的 杂交 
条 件 (仅仅 一 种 完美 的 双 螺 旋 能 稳定 存在 的 温度 和 溶剂 组 合 ) 下 ， 只 有 核 苷 酸 序 列 可 以 近 平 
完美 互补 的 两 条 链 可 以 配对 形成 杂交 螺旋 。 利 用 这 种 杂交 反应 的 特异 性 ， 可 以 用 标记 了 同位 
素 或 化 学 物质 的 任何 核 苷 酸 单 链 序列 作为 探 针 ， 在 含有 上 百 万 种 不 同 DNA 和 RNA 序列 的 细 
胞 或 细胞 提取 物 中 找到 互补 链 。 这 种 探 针 广泛 用 于 检测 特异 基因 的 核酸 ， 以 促进 基因 的 纯化 
和 鉴定 ， 以 及 在 细胞 、 组 织 、 生 物体 中 的 定位 。 

纯化 的 DNA 片段 的 核 葵 酸 序列 可 利用 基于 双 脱 氧 方法 的 高 度 自 动 化 的 技术 进行 测定 。 
利用 这 一 技术 已 经 测定 了 成 千 上 万 个 基因 的 完整 DNA 序列 ， 并 对 许多 生物 体 的 基因 组 进行 
了 完整 的 测序 。 不 同 生物 体 的 基因 组 序列 的 比 对 ， 使 我 们 可 以 追踪 基因 和 生物 体 的 进化 关系 ， 
还 可 以 用 于 发 现 新 基因 并 预测 其 功能 。 

综 上 所 述 ， 这 些 技术 使 得 从 任何 感 兴趣 的 生物 体 中 鉴定 、 分 离 、 测 定 基因 成 为 了 可 能 。 
相关 的 技术 使 科学 家 可 以 大 量 生产 出 这 些 基因 的 蛋白 质 产物 ， 用 于 结构 和 功能 的 分 析 和 医药 
使 用 。 


分 析 蛋 白质 的 结构 和 功能 


蛋白 质 执行 生活 细胞 中 的 绝 大 多 数 任务 。 这 种 万 能 的 大 分 子 参与 了 细胞 的 各 种 进程 : 蛋 
白质 复制 和 转录 DNA， 生 产 、 加 工 和 分 泌 其 他 的 蛋白 质 。 它 们 调控 细胞 分 裂 、 新 陈 代谢 和 细 
胞 内 外 的 物质 和 信息 流动 。 理 解 细 胞 怎么 运转 需要 先 了 解 蛋白 质 如 何 行使 功能 。 

生活 细胞 中 的 蛋白 质 都 在 做 什么 ， 这 不 是 一 个 简单 的 问题 。 假 定 已 经 分 离 了 一 个 未 鉴定 
的 蛋白 质 ， 它 的 结构 和 氨基 酸 序列 分 析 表 明 它 可 以 作为 一 个 蛋白 质 激酶 。 简 单 的 知道 这 个 蛋 
白质 可 以 在 丝氨酸 残 基 上 加 上 一 个 磷酸 基 团 ， 并 不 能 揭示 它 怎 样 在 生活 细胞 中 行使 功能 。 需 
要 知道 其 他 的 信息 才能 理解 利用 它 的 生物 化 学 活性 进行 的 过 程 。 这 种 激酶 定位 在 细胞 的 哪里 ? 
它 的 蛋白 质 靶 标 是 什么 ? 它 在 哪 种 组 织 中 有 活性 ? 它 影响 哪 种 通路 ? 它 在 生物 体 的 生长 和 发 
育 中 扮演 什么 角色 ? 

在 这 一 部 分 中 ， 我 们 将 讨论 目前 用 于 鉴定 蛋白 质 结 构 和 功能 的 方法 。 首 先 ， 我 们 要 考察 
用 于 测定 纯 蛋 白质 的 三 维 结构 的 方法 。 然 后 ， 我 们 讨论 预测 蛋白 质 功能 的 方法 ， 这 一 方法 是 
基于 这 一 蛋白 质 与 其 他 蛋白 质 相 似 性 及 其 在 细胞 中 的 定位 。 最 后 ， 申 于 大 多 数 蛋白 质 与 其 他 


蛋白 质 合作 行动 ， 我 们 介绍 一 些 检测 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作用 的 技术 。 但 是 ， 这 些 方法 只 能 初 
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步 说 明 一 种 蛋白 质 可 能 怎样 在 细胞 中 工作 。 在 这 一 章 的 最 后 一 部 分 ， 我 们 将 讨论 如 何 通过 遗 
传 学 方法 来 研究 和 分 析 一 种 给 定 的 蛋白 质 发 挥 功能 的 生物 学 过 程 。 


蛋白 质 晶 体 的 X 射线 衍射 可 以 揭示 蛋白 质 的 准确 结构 


从 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 ， 人 们 一 般 可 以 预测 出 哪 种 二 级 结构 元 件 ( 如 跨 膜 a 螺旋 ) 会 出 
现在 蛋白 质 中 。 但 是 ， 目 前 还 不 可 能 从 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 推断 其 可 靠 的 三 维 折 释 结构 ， 除 
非 它 的 氨基 酸 序列 与 一 个 已 知 三 维 结构 的 蛋白 质 十 分 相似 。 在 原子 水 平分 辨 率 上 显示 分 子 
(包括 蛋白 质 ) 三 维 结构 的 主要 方法 是 X 射线 晶体 学 。 

X 射线 和 光一 样 ， 也 是 一 种 形式 的 电磁 辐射 但 是 它们 有 更 短 的 波长 ， 波 长 范围 一 般 在 
0. lnm 左右 〈 相 当 于 氢 原 子 的 直径 ) 。 如 果 一 东 罕 的 平行 的 X 射线 对 准 一 个 纯 的 蛋白 质 样品 ， 
大 多 数 X 射线 会 直接 穿 过 它 ， 但 一 小 部 分 会 被 样品 中 的 原子 散射 。 如 果 这 个 样品 是 一 个 有 序 
的 晶体 ， 那 么 散射 波 就 会 在 某 些 点 相互 加 强 ， 当 用 适宜 的 检测 仪器 记录 X 射线 时 ， 会 表现 出 
多 个 衍射 点 (图 8-45) 。 


由 蛋白 质 晶体 得 到 的 
(C) X 射 线 衍射 图 


图 8-45 X 射 线 晶 体 学 
《A) 一 东 府 的 平行 的 X 射线 对 准 一 个 有 序 排列 的 晶体 。 (B) GR Pz J — > R N E E B AE G G AE a ADA» 
这 种 酶 在 光合 确 酸 化 的 二 氧化 碳 固定 过 程 中 有 核心 作用 。 有 些 光束 被 晶体 中 的 原子 散射 散射 波 在 某 些 点 相互 加 强 ， 
表现 为 一 种 入 射 点 图 案 。(C) 可 利用 这 种 衍射 图 ， 结 合 蛋 白质 的 氨基 酸 序列 ， 产 生 一 个 原子 模型 。(D) 完整 的 原子 
模型 难以 通 译 ， 但 是 从 X 射线 衍射 数据 得 到 的 简单 译本 却 可 以 清楚 地 展示 蛋白 质 的 结构 特征 Ca 螺旋 ， 绿 色 ; B 链 ， 
红色 )。 注 意 : 从 CA) Bl (CD) 的 图 示 中 的 组 分 没有 按 比 例 表 示 。 [ 〈B) 经 C，Branden 许可 ，(C) # J. Hajdul, 
Andersson 许可 ; (D) 摘自 由 B Furugren 提供 的 原始 图 片 ] 


X 射线 衍射 图 中 每 个 点 的 位 置 和 亮度 包含 晶体 中 产生 这 个 点 的 原子 的 位 置信 息 。 从 蝇 
体 衍射 图 推断 大 分 子 的 三 维 结构 是 一 个 复杂 的 工作 ， 直 到 1960 年 对 一 个 蛋白 质 分 子 的 X 射 
线 结构 测定 才 得 以 完成 。 但 近年 来 X 射线 衍射 分 析 逐 渐变 得 自动 化 ， 现 在 最 慢 的 一 步 可 能 
要 算 适 宜 蛋 白质 晶体 的 产生 。 这 一 过 程 需要 大 量 很 纯 的 蛋白 质 ， 而 且 常 常 经 过 多 年 的 反复 
试验 ， 寻 找 合适 的 结晶 条 件 。 现 在 仍 有 许多 蛋白 质 ， 特 别 是 膜 蛋白 ， 还 找 不 到 合适 的 方法 
进行 结晶 。 

衍射 图 的 分 析 会 产生 一 个 复杂 的 三 维 结构 电子 密度 图 。 解 释 这 张 图 ， 即 把 图 上 的 轮廓 翻 
译 成 三 维 结构 是 一 个 复杂 的 过 程 ， 这 一 过 程 需要 已 知 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 。 通 过 反复 试验 ， 
用 电脑 可 以 给 出 序列 和 电子 密度 图 之 间 最 好 、 最 可 能 的 匹配 。 最 终 得 到 的 原子 模型 的 可 靠 性 
取决 于 最 初 的 晶体 学 数据 的 分 辨 率 : 0. 5nm 分 辨 率 可 能 产生 多 肽 骨架 的 低 分 辩 率 图 ， 而 
0. 15nm 分 辩 率 却 允 许 分 子 中 所 有 的 非 氢 原 子 都 得 到 可 靠 的 定位 。 
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一 个 完整 的 原子 模型 一 般 太 复杂 了 ， 难 以 直接 进行 通 译 ， 但 是 显示 蛋白 质 核心 结构 特征 
的 单一 结构 样式 却 可 以 容易 地 得 到 (专题 3-2) 。 现 在 大 约 有 10 000 种 不 同 蛋白 质 的 三 维 结构 
已 经 通过 X 射线 晶体 学 或 者 核磁 共振 光谱 学 〈 见 下 面部 分 ) 进行 了 测定 ， 足 够 形成 各 种 具有 
共同 结构 的 家 族 。 这 些 结构 或 者 蛋白 质 折 倒 ， 与 它们 的 氨基 酸 序列 相 比 ， 一 般 在 进化 上 更 加 
保守 (图 3-15)。 

X 射线 晶体 学 技术 也 可 以 用 于 研究 大 分 子 复合 物 。 最 近 这 一 方法 已 成 功 地 解决 了 核糖 
tk (一 个 由 多 种 RNA 和 50 多 种 蛋白 质 组 成 的 大 型 复合 细胞 机 器 ) 的 结构 〈 图 6-64) 。 这 一 
测定 需要 使 用 同步 加 速 器 ， 一 种 可 以 产生 能 分 析 这 种 大 分 子 复合 物 晶 体 的 X 射线 密度 的 轻 
射 源 。 


分 子 结构 也 可 以 通过 核磁 共振 光谱 学 进行 测定 


广泛 使 用 核磁 共振 (NMR) 光谱 学 分 析 小 分 子 的 结构 已 经 有 很 多 年 了 。 现 在 ， 这 种 技术 
也 逐渐 用 于 研究 小 蛋白 质 或 蛋白 质 结构 域 。 不 同 于 X 射线 晶体 学 ， 核 磁 共 振 不 依赖 于 要 有 一 
个 结晶 的 样品 ， 它 只 需要 将 小 体积 的 蛋白 质 浓 溶液 放置 在 强 磁场 中 。 

特定 原子 核 ， 尤 其 是 氢 原 子 核 ， 具 有 磁 矩 或 者 自 旋 : 也 就 是 说 ， 它 们 像 磁铁 条 一 样 有 园 
有 磁性 。 自 旋 沿 着 强 磁场 校准 ， 但 它 也 可 以 变 成 非 校准 的 激发 态 ， 响 应 电磁 辐射 所 采用 射频 
脉冲 。 当 激发 态 的 氧 原子 回 到 校准 态 ， 它 们 发 出 射频 辐射 ， 可 被 测量 并 表示 为 一 种 频谱 。 发 
出 辐射 的 性 质 决 定 于 每 个 氢 原 子 的 环境 ， 如 果 一 个 核 处 于 激发 态 ， 邻 近 的 其 他 核 会 影响 其 辐 
射 的 吸收 和 发 射 。 因此， 可 以 利用 二 维 核磁 共振 技术 来 区 分 不 同 氨基 酸 残 基 中 和 氧 原子 核 的 信 
号 ， 判 定 和 测量 邻近 氧 原子 核 相互 作用 所 产生 的 微小 位 移 : 位移 的 大 小 反映 了 一 对 相互 作 月 
的 氢 原 子 之 间 的 距离 。 通 过 这 种 方法 ， 核 磁 共振 可 以 给 出 蛋白 质 分 子 各 个 部 分 之 间 的 位 置信 
息 。 用 已 知 的 氨基 酸 序列 将 这 些 位 置信 息 组 合 起 来 ， 就 可 以 在 理论 上 计算 蛋白 质 的 三 维 结构 
(图 8-46) 。 


(A) 


图 8-46 NMR 光谱 
(A) NMR 仪器 得 到 数据 的 示例 。 这 个 二 维 NMR 光谱 来 源 于 纤维 素 酶 的 C 端 结构 域 。 图 中 的 点 代表 蛋 
白质 中 相 邻 氧 原子 的 相互 作用 ， 反 映 了 它们 之 间 的 距离 。 复杂 的 计算 方法 结合 已 知 的 氨基 酸 序 列 ， 可 以 
得 到 可 能 的 结构 。(B) 可 以 很 好 满足 距离 约束 的 10 个 结构 ， 以 互相 重 仆 的 方式 表示 ， 给 出 了 可 能 的 三 
维 结构 的 良好 推断 (经 P，Kraulis 许可 ) 
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由 于 技术 原因 ,分子 质量 在 20 000Da 或 者 更 少 的 小 蛋白 质 可 用 核磁 共振 光谱 学 测定 结 
构 。 随 着 分 子 体 积 的 增 大 ， 这 一 方法 的 分 辩 率 逐渐 丧失 。 但 是 新 的 技术 进步 让 这 种 限制 扩展 
到 了 100 000Da， 使 大 多 数 蛋白 质 可 通过 核磁 共振 进行 结构 分 析 。 

当 感 兴趣 的 蛋白 质 不 能 结晶 时 ， 核 磁 共振 方法 就 尤其 有 用 了 。 由 于 核磁 共振 研究 在 溶液 
中 进行 ， 这 种 方法 也 提供 了 监测 蛋白 质 结构 变化 的 方便 手段 。 例 如 ， 和 蛋白质 折 准 过程 或 者 底 
物 结合 蛋白 质 的 过 程 。 核 磁 共 振 也 广泛 用 于 研究 蛋白 质 之 外 的 其 他 分 子 。 例 如 ， 它 也 是 测定 
RNA 分 子 和 复杂 的 糖 蛋 白糖 侧 链 等 结构 的 有 用 方法 。 

一 些 在 X 射线 晶体 学 和 核磁 共振 发 展 过 程 中 的 里 程 碑 事件 列 在 表 8-8 中 。 

RSS X 射线 晶体 学 和 NMR 发 展 中 的 里 程 碑 和 它们 在 生物 大 分 子 中 的 应 用 
1864 年 Hoppe Seyler 结 晶 并 命名 了 血红 蛋白 


1895 年 Röntgen 观察 到 当 阴 极 射线 CRF) 挤 击 金属 丢 时 ， 会 产生 贯穿 辐射 ， 并 将 其 命名 为 X 射线 
1912 年 Von Laue 用 X 射线 穿 过 硫酸 锌 晶体 ,得 到 了 第 一 张 X 射线 衍射 图 
W. L. Bragg 提出 了 X 射线 入 射 图 和 产生 此 图 的 品 体 中 原子 排列 之 间 的 简单 关系 
1926 年 Summer 从 刀 豆 提取 物 中 得 到 了 尿素 酶 晶体 ， 并 证 明 这 些 蛋 白质 具有 催化 活性 
1931 年 Pauling 发 表 了 关于 “化 学 键 的 本 质 ” 的 第 一 入 论文 ， 详 述 了 共 价 键 形成 的 规律 
1934 年 Bernal 和 Crowfoot 发 表 了 从 胃 和 蛋白酶 晶体 得 到 的 第 一 张 详细 的 X 射线 衍射 图 


1935 年 Patterson 发 明了 从 X 射线 数据 测定 原子 间距 的 分 析 方法 

1941 年 Astbury 得 到 了 首 张 DNA 的 X 射线 衍射 图 

1951 年 Pauling 和 Corey 提出 了 一 条 1- 氨基 酸 链 的 螺旋 构象 结构 (a 螺旋 和 8B 折 破 结构， 之 后 在 许多 看 白质 
中 发 现 了 这 两 种 结构 


Watson 和 Crick 提出 了 DNA 的 双 螺 旋 模型 ， 这 一 模型 基于 Franklin 和 Wilkins 得 到 的 X 射线 衍射 图 
Perutz 和 同事 发 展 出 了 重 原子 方法 来 解决 蛋白 质 晶体 学 中 的 相位 问题 

1960 年 Kendrew 描述 了 第 一 个 蛋白 质 〈 抹 香 鲸 肌 红 蛋 白 ) 详细 结构 ， 分 辩 率 为 0. 2nm; Perutz 提出 了 较 大 的 

血红 蛋白 的 较 低 分 辩 率 的 结构 

1966 年 Phillips 描述 了 溶菌 酶 的 结构 ， 这 是 第 一 个 详细 分 析 结构 的 酶 

1971 年 Jeener 建议 应 用 二 维 核磁 共振 ，Wuthrich 和 同事 在 20 世纪 80 年 代 初 最 先 利用 这 一 方法 解决 了 一 个 蛋 
1977 一 1978 年 Fee ei 测定 了 烟草 花 叶 病毒 的 结构 ，Harrison 和 Rossman 测定 了 两 种 小 的 球形 病毒 的 结构 

1985 年 Michel, Deisenhofer 和 同事 利用 X 射线 晶体 学 测定 了 第 一 个 跨 膜 蛋白 〈 一 个 细菌 反应 中 心 ) 的 结构 。 
1975~1990 年 ，Henderson 和 同事 通过 高 分 辩 率 的 电子 显微镜 得 到 了 细菌 视 紫 红 质 〈 一 种 跨 膜 蛋白 ) 
的 结构 


序列 相似 性 可 以 提供 蛋白 质 功能 的 线索 


由 于 基因 组 数据 库 中 的 蛋白 质 和 核酸 序列 不 断 增加 ， 基 因 和 它 所 编码 的 蛋白 质 的 功能 

一 般 可 以 通过 与 以 前 鉴定 出 的 基因 进行 简单 的 序列 对 比 来 进行 预测 。 因 为 氨基 酸 序列 决定 

了 蛋白 质 的 结构 ， 结 构 可 以 指示 生物 化 学 功能 ， 所 以 具有 相似 氨基 酸 序列 的 蛋白 质 通常 具 

有 相似 的 生物 化 学 功能 ， 即 使 这 些 蛋白 质 是 在 关系 很 远 的 生物 体 中 发 现 的 。 因 此 目前 测定 

一 个 新 发 现 的 蛋白 质 的 功能 ， 通 常 要 先 搜索 和 它 具 有 和 氨基酸 序列 相似 性 的 已 经 鉴定 出 的 蛋 
白质 。 

在 一 系列 的 已 知 序列 中 搜索 同 源 基因 或 蛋白 质 ， 要 在 因特网 上 进行 ， 只 要 选择 一 个 数据 

库 并 且 输 入 需要 的 序列 即 可 。 序 列 比 对 的 程序 〈 最 流行 的 是 BLAST 和 FASTA) 扫描 数据 库 
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寻找 相似 序列 ， 使 提交 的 序列 在 存档 的 序列 上 滑动 直至 一 串 残 基 遇 到 完全 或 者 部 分 的 对 应 序 
列 (图 8-47)。 无 论 在 核 苷 酸 还 是 蛋白 质 序列 上 进行 ， 一 个 复杂 的 搜索 也 只 要 几 分 钟 就 可 以 得 
到 结果 。 这 种 比 对 可 以 用 来 预测 单个 蛋白 质 、 蛋 白质 家 族 ， 甚 至 一 个 刚刚 测序 的 生物 体 的 所 
有 蛋白 质 的 功能 。 
Score = 399 bits (1025), Expect = e-111 
Identities = 198/290 (68%), Positives = 241/290 (82%), Gaps = 1/290 
Query: 57 MEWFOKVEKIGEGTYGVVYKARNKETSEMVALKK IRLDIEMEGVPSTAIREISLLKELNH 116 
ME ++*KVEKIGEGTYGVVYKA +K T E +ALKKIRL+ E EGVPSTAIREISLLKE+NH 
Sbjct: 1 MEGYERVEKIGEGTYGVVYRABDKMTMEMIALKKIRLEGEBEGVPSTAIREISLLKEMNE 60 
Query: 117 BNIVKLEDVIHTEMKLYLVFEFLE@OLKKFMDASREMNGEBEBL IKSYLFQLLEGLAFCHS 176 
NIV4L DV+H+E ++YLVFE+L DLEKFMD+ LIKSYL+Q+L G+A+CHS 
Sbjct: 61° GNIVRLEDVVHSERRIYLVFEYLBEOLKKFMDSGRERARMIML IKSYLYQILBIGVAYCHS 120 
Query: 177 HRVLHRDLKPONLLINMIERRAIXLADPGLARAPGVPVRTYTHEVVTLWYRAPETLLGERM, 235 
HRVLE 


I+ _A+KLADFGLARAFG+PVRT+THEVVTLWYRAPEILLG + 
Sbjct: 121 HRVLHRDLKPQNLLIDRIRMMALKLADFGLARAFGI PVRTFTHEVVTLWYRAPEILLGAR@ 180 


Query: 236 YSTMHVDIWSLGCIFAEMVMRRELFPGDSEIDOLFRIFRELGTPDEMMWPGVTEMPDYRES 295 
YST VD+WS+GCIFAEMV ++ LFPGDSEID+LF+IFR LGTP+E WPGV+ +PD+K + 
Sbjct: 181 YSTHVDVWSVGCIFAEMVBORBLFPGDSEIDELFKIFRELGTPNEGSMPGVSELPDFRMA 240 
Query: 296 FPRWAMOQDESRVVPBLDSDGRSLLSQMLEYDPNKRISAKBALBHBFFQDV 345 
FPW QD + VVP LD G LLS#ML Y+P+KRI+A+ AL H +F+D+ 
Sbjct: 241 FPRWGMODHARVVPELDBAGEBLLSKMLAYEPSKRITARGALBHEYFKDL 290 
图 8-47 BLAST 搜索 的 结果 
可 以 通过 搜索 序列 数据 库 来 找到 相似 的 氨基 酸 或 者 核 代 酸 序 列 。 这 里 通过 搜索 ， 找 到 与 人 类 细胞 周期 调节 
蛋白 ede2 (Query, PWD 相似 的 蛋白 质 是 玉米 cde2 (Subject， 目 标 )， 它 与 人 类 的 cde 在 氨基 酸 序列 上 有 
68% 的 一 致 性 和 82% 的 相似 性 。 这 一 比 对 开始 于 查询 蛋白 质 的 第 57 个 残 基 ， 说 明 人 类 蛋白 质 有 一 段 N 端 
区 域 是 玉米 蛋白 质 所 没有 的 。 绿 色 方块 指示 序列 的 不 同性 ， 黄 色 长 条 总 结 了 相似 性 ， 当 两 段 氨基 酸 序列 一 
致 时 ， 残 基 就 显示 出 来 ;保守 的 氨基 酸 普 代用 加 号 (H) 表示 。 为 了 使 两 个 序列 得 到 最 大 的 匹配 ， 只 引入 
了 一 个 小 的 缺口 ， 用 红色 的 箭头 在 查询 序列 的 第 194 位 指出 。 比 对 得 分 〈Score， 得 分 ) 考虑 了 替代 和 缺口 
的 罚 分 ， 比 对 得 分 越 高 ， 序 列 匹配 得 越 好 。 比 对 的 意义 反映 在 期 望 值 CED 上 ， 它 代表 了 等 同 于 或 者 好 于 
偶然 事件 期 望 值得 分 的 比 对 数量 。E 值 越 低 ， 比 对 的 意义 越 大 ， 非 常 低 的 巨 值 具有 特定 的 意义 .。E 值 大 大 
高 于 0.1 不 太 可 能 反映 真实 的 相关 性 


但 是 ， 通 过 序列 分 析 进 行 的 预测 一 般 只 能 作为 指导 进一步 实验 研究 的 工具 。 


融合 蛋白 可 以 用 于 分 析 蛋 白质 功能 和 在 活 细胞 中 追踪 蛋白 质 


蛋白 质 在 细胞 中 的 定位 一 般 可 以 给 出 一 些 它 的 功能 信息 。 例 如 ， 当 细胞 遇 到 生长 因子 时 
从 细胞 质 进 和 细胞核 中 的 蛋白 质 ， 可 能 在 这 种 因子 相应 的 基因 表达 调控 中 有 作用 。 蛋 白质 一 
般 含有 一 段 决定 其 细胞 定位 的 短 的 氨基 酸 序列 。 例 如 ， 大 多 数 细胞 核 蛋 白 含 有 一 个 或 者 多 个 
特殊 的 氨基 酸 短 序 列 ， 这 种 序列 可 以 作为 它们 在 细胞 质 中 合成 后 运 人 细胞 核 的 信号 〈 讨 论 见 
第 12 章 )。 蛋 白质 的 这 些 特殊 区 域 可 以 通过 下 面 的 方法 进行 鉴定 : 将 蛋白 质 与 一 种 缺少 这 种 
特殊 区 域 的 且 易 检测 的 蛋白 质 进行 融合 ， 然 后 追踪 这 种 替代 蛋白质 在 细胞 中 的 行为 。 这 种 融 
合 蛋 白 可 以 通过 前 面 讨论 的 DNA 重组 技术 产生 。 

另 一 种 既 能 在 细胞 中 跟踪 蛋白 质 又 能 快速 纯化 蛋白 质 的 常用 策略 是 抗原 决定 能 标记 。 在 
这 种 方法 中 ， 产 生 了 一 种 含有 待 分 析 的 完整 蛋白 质 和 一 段 8 一 12 个 氨基 酸 的 短 肽 (一 个 抗原 
RER 的 融合 蛋白 ， 其 上 的 短 肽 可 被 商品 化 的 抗体 识别 。 接 下 来 ， 可 以 利用 抗 抗原 决定 能 


的 抗体 和 带 有 标记 的 二 抗 〈 可 被 光学 显微镜 或 电子 显微镜 监测 )， 特 异地 检测 这 种 融合 蛋白 ， 
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即使 有 正常 蛋白 质 过 量 存在 时 也 可 行 图 8-48), PEA 
现在 ， 大 量 的 蛋白 质 通 过 一 种 叫做 绿色 荧光 蛋白 

(GFP) 的 荧光 标记 物 在 活 细胞 内 进行 示 踪 。 将 GFP BASEL 

标记 在 蛋白 质 上 ， 只 需 将 GFP 的 基因 接 到 编码 所 需 蛋 

白质 的 基因 的 一 端 。 在 大 多 数 情况 下 ， 得 到 的 GFP 融 

合 蛋白 和 原来 的 蛋白 质 有 相同 的 表现 ， 而 且 可 以 通过 | sam 

荧光 显微镜 监测 它 在 细胞 中 的 移动 。GFP 融合 蛋白 策 

略 已 经 成 为 一 种 测定 任何 感 兴趣 的 蛋白 质 在 细胞 中 的 


分 布 和 运动 的 标准 方法 。 
GFP 及 其 不 同 颜色 的 衍生 物 ， 也 可 以 用 于 监测 蛋 ae 
白质 -蛋白 质 相互 作用 。 两 种 感 兴趣 的 蛋白 质 分 别 被 标 e otal 


记 上 不 同 的 荧光 染料 ， 一 种 荧光 染料 的 发 射 光 谱 与 第 z 
SAO KHOMMOGIETARTE. MMEA AWANAREN Raman ie 
质 (结合 有 荧光 染料 ) 相互 靠近 ， 达 到 1 一 10nm， 吸 

ei 
收 光 的 能 量 就 会 从 一 种 英 光 染 料 传 到 另 一 种 。 这 种 能 “BO RRR 
量 传递 ， 叫 做 荧光 共振 能 量 传递 (FRET) ， 可 以 通过 。 利用 标准 的 进 传 工程 技术 ， 一 个 短 的 抗原 决定 
照射 第 一 种 荧光 染料 和 测量 第 二 种 荧光 染料 的 发 射 光 。 能 标签 可 以 添加 到 感 兴趣 的 蛋白 质 上 。 得 到 的 
谱 来 进行 测定 (图 8-49)。 通 过 使 用 GFP 的 不 同 光谱 ”蛋白质 包括 一 段 可 被 商品 化 的 抗体 识别 的 短 


的 变异 物 作为 荧光 染料 ， 人 们 可 以 监测 细胞 中 任何 两 居 PECAK FU ACE 
种 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 定位 或 者 通过 免疫 沉淀 或 亲 和 层 析 来 进行 纯化 


3 He ee EL REE 
ji 蓝光 激发 。 蓝光 激发 \ 绿 光 激发 
紫光 激发 
KX 蛋白 Y 
(B) 
Rit 蓝光 出 绿 光 出 


(C) 紫光 进 


和 蛋白质 相互 作用 
激发 荧光 共振 能 量 传递 

检测 到 绿 光 

图 8-49 荧光 共振 能 量 传递 (FRET) 
为 了 测定 两 种 蛋白 质 在 细胞 中 是 否 发 生 相 互 作用 (或 者 什么 时 候 相互 作用 )， 首 先 要 产生 含有 GFP 不 同 衍生 物 的 融合 蛋 
É. (A) 在 这 个 例子 中 ， 和 蛋白 X 与 蓝 色 荧光 蛋白 相 偶 联 ， 可 以 被 紫光 《〈370 一 440nm) 激发 ， 并 发 出 蓝光 〈440 一 480nm); 
蛋白 Y 与 绿色 荧光 蛋白 相 偶 联 ， 可 以 被 蓝光 激发 ， 并 发 出 绿 光 (SlOnm). (D 如 果 蛋 白 X 和 Y 不 发 生 相互 作用 ， 用 紫光 
照射 样品 只 能 产生 来 自 蓝 色 荧光 蛋白 的 荧光 。(C) 当 蛋 白 X ALY 发生 相 互 作用 时 ， 荧光 共振 能 量 传递 就 发 生 了 。 用 紫光 
照射 样品 会 激发 蓝 色 荧光 蛋白 ， 发 出 的 蓝 色 荧光 会 接着 激发 绿色 蒋 光 蛋白 ， 最 终 产 生 绿色 荧光 。 荧 光 色素 必须 非常 近 ， 昕 
离 在 1 一 I10nm， 才 能 产生 荧光 共振 能 量 传递 。 由 于 并 非 每 一 分 子 的 蛋白 X 和 蛋白 Y 都 是 一 直 结合 在 一 起 的 ， 内 此 仍 可 以 
检测 一 些 蓝光 。 但 是 当 两 种 蛋白 质 开 始 相互 作用 之 后 发射 者 GFP 发 光量 下 降 ， 同 时 接受 者 GFP 发 光量 上 升 
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亲 和 层 析 和 免疫 沉淀 可 以 测定 相互 关联 的 蛋白 质 


由 于 细胞 中 的 大 多 数 蛋 白质 以 复合 物 的 一 部 分 和 其 他 蛋白 质 一 起 发 挥 功 能 ， 鉴 定 它们 的 
结合 物 成 为 一 种 初步 鉴别 其 生物 学 作用 的 重要 方法 。 如 果 一 个 未 鉴定 的 蛋白 质 与 细胞 内 一 个 
已 知 功能 的 蛋白 质 结合 ， 那 么 它 的 功能 也 与 此 相关 。 例 如 ， 如 果 发 现 一 个 蛋白 质 是 蛋白 酶 体 
复合 物 的 一 部 分 ， 它 可 能 与 降解 损坏 的 或 者 错误 折 秋 的 蛋白 质 有 关 。 

蛋白 质 亲 和 层 析 是 一 种 用 于 分 离 和 鉴定 有 相互 作用 的 蛋白 质 的 方法 。 为 了 捕获 相互 作用 
的 蛋白 质 ， 靶 蛋白 结合 到 填充 柱子 的 多 聚 物 珠子 上 ， 细 胞 蛋白 质 流 过 柱子 ， 与 靶 蛋白 相互 作 
用 的 蛋白 质 就 会 黏附 到 亲 和 基 质 上 [图 8-11 (C)]。 然 后 这 些 蛋 白质 被 洗 脱 下 来 ， 通 过 质谱 
或 者 其 他 合适 的 方法 进行 鉴定 。 

重组 DNA 技 术 被 用 来 进行 笑 白 质 X 和 GST 的 融合 鉴定 相互 结合 紧密 的 蛋白 质 的 最 简单 方法 可 能 
是 免疫 共 沉 淀 。 这 种 方法 ， 利 用 一 种 抗体 识别 一 种 


BY nam 特殊 的 靶 蛋 白 ， 与 抗体 结合 的 亲 和 物 质 与 固体 基质 
ost | 开导 偶 联 ， 然 后 将 复合 物 从 溶液 中 拖 到 试管 的 底部 。 如 
果 这 种 蛋白 质 在 被 抗体 捕获 的 过 程 中 与 另 一 种 蛋白 
jes 质 紧密 相连 ， 它 的 伙伴 也 会 同时 沉淀。 这 种 方法 可 
j apanan 用 于 鉴定 细胞 内 复合 物 的 组 分 蛋白 质 ， 包 括 那些 只 
x 结合 发 生 暂 时 作用 的 ， 如 细胞 被 信号 通路 激活 时 (讨论 

见 第 15 章 )。 
D yA ) Se MEST TE BEA TR BEAD A E AA hS A N AAE 
蛋白 具有 高 度 特异 性 的 抗体 ， 而 这 些 抗体 不 是 总 可 


mA DNA 技术 ， 添 加 一 个 抗原 决定 焦 标 签 (H 8-48》 ak 


者 将 靶 蛋 白 与 一 个 已 经 鉴定 的 标记 蛋白 融合 ， 如 谷 
ef) 胱 甘 及 S 转 移 栈 《GST)。 然 后 ， 用 直接 抗 抗原 决定 
簇 标签 或 者 标记 和 蛋白质 的 商业 化 的 抗体 ， 来 沉淀 整 
R 个 融合 蛋白 ,包括 与 感 兴趣 的 蛋白 质 相关 联 的 任何 
meso AMAA AAR 细胞 内 的 蛋白 质 。 如 果 蛋 白质 是 与 GST 融合 的 ， 也 
GST MAE. AEGEE DNA 重组 技术 许 根本 不 需要 抗体 : 杂交 物 和 它 的 结合 物 可 以 直接 
产生 ， 可 以 被 由 谷 腕 甘 及 包 碍 的 颗粒 组 成 的 亲 用 包 训 了 谷 胱 甘 肽 的 珠子 进行 选择 《图 8-50)。 
和 层 析 柱 捕获 。 为 了 找到 和 蛋白 X 结合 的 蛋白 除了 在 柱子 上 或 者 在 试管 中 捕获 蛋白 质 复合 
质 ， 细 胞 提取 液 需要 通过 这 个 柱子 。 然后 , 杂 物 ， 研 究 者 还 发 展 了 高 密度 蛋白 质 芯片 来 研究 蛋 
交 旱 白 和 它 的 结合 伙伴 可 以 用 及 站 洗 陪 下 白质 功能 和 和 蛋白 质 相 互 作用 。 这 些 芯片 含有 点 在 
来 。 这 些 相 互 作用 的 蛋白 质 的 身份 可 以 通过 质 
谱 鉴 定 (图 8-20)。 在 替代 方法 中 ， 从 产生 GST 玻璃 板 上 或 者 固定 在 小 池子 里 的 成 千 上 万 种 蛋白 
融合 蛋白 的 细胞 得 到 细 胸 提取 物 后 ,直接 通过 质 和 抗体 ， 可 以 一 次 检测 大 量 蛋白 质 的 生化 活性 
SOLAR UOTE. GST 融合 蛋白 和 细胞 中 和 结合 特性 。 用 这 种 芯片 检测 蛋白 质 相 互 作用 ， 
与 它 结合 的 蛋白 质 一 起 被 保留 在 柱子 上 。 亲 和 需要 将 标记 的 蛋白 质 和 每 一 种 固定 在 芯片 板 上 的 


AREETAN GST 抗体 或 者 其 他 易 得 到 的 小 靶 蛋 白 温 育 ， 然 后 检测 标记 的 蛋白 质 和 哪些 蛋白 
蛋白 质 或 抗原 决定 能 来 制备 〈 图 8-48) 质 结合 。 


E TWHE 。 ”以 得 到 的 。 克 服 这 种 困难 的 方法 之 一 是 利用 重组 


蛋白 质 - 蛋 白质 相互 作用 可 以 用 双 杂 交 系 统 进行 鉴定 


免疫 共 沉淀 和 亲 和 层 析 等 方法 可 用 于 相互 作用 蛋白 质 的 物理 分 离 。 成 功 的 分 离 只 产生 一 
种 可 以 被 质谱 鉴定 的 蛋白 质 ， 在 进一步 鉴定 它 的 活性 〈 和 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作用 的 实质 ) 之 前 
要 先 得 到 并 克隆 出 它 的 基因 。 

其 他 的 技术 可 以 同时 分 离 出 相互 作用 的 蛋白 质 和 编码 它们 的 基因 。 首 先 我 们 要 讨论 的 方 
法 是 双 杂 交 系 统 ， 利 用 一 个 报道 基因 检测 酵母 细胞 核 中 一 对 蛋白 质 的 物理 相互 作用 。 设 计 这 
一 系统 ， 使 得 当 靶 蛋白 在 细胞 中 结合 另 一 蛋白 质 时 ， 它 们 的 相互 作用 将 一 个 转录 激活 子 的 两 
半 带 到 一 起 ， 就 可 以 开启 报道 基因 的 表达 。 

这 种 技术 利用 了 基因 激活 子 蛋白 质 的 模块 性 质 〈 图 7-42)。 这 些 蛋 白质 既 可 以 和 DNA 结 
合 ， 又 可 以 激活 转录 ， 这 两 种 活动 通常 由 两 个 独立 的 结构 域 完 成 。 利 用 重组 DNA 技术 ， 编 
码 靶 蛋白 的 DNA 序列 与 编码 基因 激活 子 的 DNA 结合 结构 域 的 DNA 融合 。 当 这 一 重组 物 进 
ARER, MEREMERE HER DNA 结合 结构 域 的 重组 蛋白 (E 8-51) 。 这 种 蛋白 质 与 报 
道 基 因 的 调节 区 域 结 合 ， 作 为 “ 饵 "， 来 捕获 酵母 细胞 中 与 靶 蛋 白 相互 作 用 的 蛋白 质 。 为 了 得 
到 一 系列 可 能 的 结合 伙伴 ， 编 码 基因 激活 子 激活 结构 域 的 DNA 要 与 从 cDNA 文库 中 得 到 的 
Kit DNA 片段 进行 连接 。 这 些 收集 的 基因 片段 ， 即 “捕获 物 ”， 一 个 一 个 的 引入 含有 人 饵 的 酵 
母 细胞 。 如 果 酵 母 细 胞 得 到 了 一 个 表达 饵 蛋 白 结合 伙伴 的 DNA 克隆 ， 转 录 激 活 子 的 两 半 就 
会 联合 ， 开 启 报道 基因 (图 8-51) 。 筛 选 表达 报道 基因 的 细胞 ， 就 可 以 得 到 编码 捕获 蛋白 的 基 
因 或 者 基因 片段 ， 并 通过 核 苷 酸 测序 来 进行 鉴定 。 
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图 8-51 检测 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作用 的 酵母 双 杂交 系统 
WHH DNA 结合 结构 域 融合 ， 使 它 作为 “ 饵 ” 定 位 在 报道 基因 的 调节 区 域 。 当 这 种 靶 蛋 白 与 另 一 个 特别 设计 
的 细胞 核 内 的 蛋白 质 〈“ 捕 获 物 ") 结合 时 ， 它 们 的 相互 作用 将 一 个 转录 激活 子 的 两 半 带 到 一 起 ， 就 可 以 开启 报 
道 基因 的 表达 。 报 道 基 因 通常 使 细胞 在 选择 性 培养 基 上 可 以 生长 。 饪 和 捕获 物 融合 蛋白 通过 标准 的 DNA 重组 技 
术 产 生 。 在 大 多 数 情况 下 ， 一 个 单独 的 饵 蛋白 用 来 在 大 量 的 捕获 蛋白 质 中 捕获 相互 作用 伙伴 ， 这 种 捕获 蛋白 质 
是 通过 将 编码 转录 激活 子 的 激活 结构 域 的 DNA 连接 到 cDNA 文库 的 大 量 DNA 片段 上 产生 的 


尽管 听 起 来 很 复杂 ， 在 实验 室 中 应 用 双 杂 交 系 统 还 是 相对 简单 的 。 尽 管 蛋白 质 -蛋白 质 相 


互 作 用 发 生 在 酵母 细胞 核 中 ， 但 来 自 细胞 每 个 部 分 和 来 自任 何 生物 体 的 蛋白 质 都 可 以 通过 这 
+ 581 + 


一 方法 进行 研究 。 在 酵母 中 研究 过 的 数 千 种 蛋白 质 -蛋白 质 相 互 作 用 中 ， 一 半 都 是 通过 双 杂 交 
第 选 发 现 的 。 

可 以 按 比例 增强 双 杂交 系统 ， 来 对 一 种 生物 体 产生 的 所 有 蛋白 质 间 发 生 的 相互 作用 进行 作 
图 。 在 这 种 情况 下 ， 针 对 每 个 细胞 内 蛋白 质 要 生产 一 系列 饵 融合 蛋白 ， 每 种 饵 融合 蛋白 要 进入 
一 个 独立 的 酵母 细胞 。 然后， 这些 细胞 要 与 含有 捕获 蛋白 文库 的 酵母 进行 繁殖 ， 接 着 那些 蛋白 
质 -蛋白 质 相互 作用 呈 阳 性 的 细胞 被 鉴定 出 来 。 通 过 这 种 方法 ， 一 个 关于 酵母 中 6000 种 蛋白 质 
的 关联 图 就 产生 了 (图 3-78)， 针 对 线虫 和 果 蝇 的 蛋白 质 相互 作用 的 相似 计划 正在 进行 中 。 

一 种 叫做 反 向 双 杂 交 系 统 的 相关 技术 ， 可 以 用 于 鉴别 能 破坏 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作用 的 突 
变 体 或 者 化 学 复合 物 。 这 种 方法 中 ， 报 道 基因 可 以 用 另 一 种 基因 来 代替 ， 这 种 基因 在 饵 蛋 白 
和 捕获 蛋白 发 生 相互 作用 时 会 杀 死 细 胞 。 因 此 ， 只 有 由 于 突变 或 者 复合 物 阻 断 了 蛋白 质 的 相 
互 结合 的 细胞 可 以 存活 下 来 。 类 似 于 基因 闹 除 〈 之 后 我 们 会 讨论 到 )， 消 除 一 种 特定 的 分 子 间 
相互 作用 可 以 揭示 细胞 中 参与 这 一 作用 的 蛋白 质 的 功能 。 此 外 ， 有 选择 地 阻 断 蛋白 质 相互 作 
用 的 复合 物 有 药 用 价值 。 例 如 ， 可 以 阻 断 病毒 与 人 细胞 表面 的 受 体 蛋白 结合 的 药物 可 以 帮助 
人 们 避免 病毒 感染 。 


噬菌体 展示 的 方法 也 可 以 检测 蛋白 质 相 互 作用 


另 一 种 检测 蛋白 质 -蛋白 质 相 互 作用 的 方法 是 将 基因 导 和 可 以 浸染 大 肠 杆菌 的 病毒 〈 叭 菌 体 ) 
中 。 在 这 种 方法 中 ， 编 码 感 兴趣 的 蛋白 质 或 者 此 蛋白 质 的 一 小 段 肽 段 的 基因 ， 与 一 个 编码 病毒 衣 
壳 蛋 白 的 基因 融合 。 当 这 种 病毒 浸染 大 肠 杆 菌 时 ， 它 会 复制 并 产生 在 衣 壳 上 展示 杂交 蛋白 质 的 病 
毒 颗粒 [图 8-52 (A)]。 接 下 来 ， 这 种 噬菌体 可 用 于 在 很 大 的 潜在 靶 蛋 白 的 库 中 捕捉 结合 伙伴 。 
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图 8-52 ”用 于 研究 蛋白 相互 作用 的 噬菌体 展示 方法 
CA) 制备 噬菌体 。 编 码 所 需 肤 段 的 DNA 与 咬 蓝 体 载 体 进行 连接 ， 与 编码 病毒 衣 壳 蛋白 的 基因 了 融合。 改造 的 听 
著 体 导 和 人 大肠 杆 菌 ， 产 生 展示 杂交 衣 壳 蛋白 的 噬菌体 ， 杂 交 的 衣 壳 蛋白 含有 所 需 驮 段 。(B) 产生 含有 无 数 种 
肽 段 的 噬菌体 文库 。 在 这 个 例子 将 噬菌体 文库 注射 人 有 脑 部 肿瘤 的 小 鼠 中 ， 短 选 与 肿瘤 血管 内 壁 选择 性 结合 的 
哆 菌 体 ， 分 离 并 使 其 增殖 。 然 后 ， 就 可 以 从 纯化 的 只 菌 体 中 分 离 出 与 肿瘤 血管 壁 特异 结合 的 肽 段 。 这 种 肽 段 可 
用 于 确定 肿瘤 的 药物 或 者 毒素 
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但 是 ， 这 种 噬菌体 展示 的 方法 需要 针对 选 定 的 靶 标 来 筛选 大 量 的 蛋白 质 或 者 多 肽 。 这 
一 过 程 首 先 需要 产生 一 个 融合 蛋白 质 文库 ， 类 似 于 双 杂 交 系 统 的 捕获 蛋白 质 文库 。 然 后 ， 
筛选 这 种 文库 中 的 噬菌体 ， 寻 找 与 感 兴趣 的 纯 蛋 白质 结合 的 哈 菌 体 。 例 如 ， 可 以 将 噬菌体 
文库 通过 一 个 含有 固定 靶 蛋 白 的 亲 和 层 析 柱 。 展 示 可 与 靶 蛋 白 紧密 结合 的 蛋白 质 或 者 多 肽 
的 病毒 ， 会 被 捕获 到 柱子 上 ， 并 被 大 量 的 靶 蛋 白 洗 脱 下 来 。 收 集 这 些 含 有 编码 相互 作用 蛋 
白质 或 多 肽 的 DNA 片段 的 噬菌体 ， 并 让 它们 在 大 肠 杆 菌 中 进行 复制 。 然 后 ， 就 可 以 重新 
获得 每 个 噬菌体 中 的 DNA， 并 对 它们 进行 序列 测定 ， 来 确定 与 靶 蛋 白 结合 的 蛋白 质 或 者 多 
肽 伙伴 。 类 似 的 方法 已 经 用 于 分 离 与 人 类 肿瘤 相关 的 和 血管 内 壁 特异 结合 的 多 肽 。 这 些 多 
肽 目前 正在 进行 试剂 测试 来 生产 可 直接 作用 于 那些 肿瘤 的 治疗 性 抗 癌 复 合 物 [图 
8-52(B) J. 
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选 一 个 表达 抗体 分 子 合适 部 分 的 噬菌体 文库 ， 来 获得 与 靶 抗 原 结合 的 噬菌体 。 


蛋白 质 相 互 作 用 可 以 利用 表面 等 离子 体 共 振 来 进行 实时 监测 


一 旦 已 知 两 种 蛋白 质 或 者 一 种 蛋白 质 和 一 种 小 分 子 可 以 互相 结合 ， 更 加 详细 的 描述 它们 
的 相互 作用 就 变 得 很 重要 了 。 蛋 白质 可 以 永久 地 相互 结合 ,或 者 只 是 短暂 遭遇 后 暂时 结合 在 
一 起 ， 这 些 动态 的 相互 作用 一 般 是 通过 可 逆 的 修饰 (如 磷酸 化 )、 配 基 结合 或 者 其 他 竞争 同一 
个 结合 位 点 的 蛋白 质 存在 或 缺乏 来 调节 的 。 

着 手 研究 这 些 复杂 的 过 程 时 ， 必 须 首先 测定 两 种 蛋白 质 结 合 的 紧密 程度 、 分 子 复合 物 结 
合 和 分 离 的 快慢 程度 、 外 界 因 素 如 何 影响 这 些 参 数 。 在 本 章 中 ， 有 许多 不 同 的 技术 可 以 用 来 
研究 蛋白 质 -蛋白 质 相互 作用 ， 每 种 都 有 自己 的 优点 和 缺点 。 一 种 监测 蛋白 质 结合 动态 过 程 的 
特别 有 用 的 方法 是 表面 等 离子 体 共振 (SPR)。 利 用 SPR 方法 已 经 鉴定 了 很 多 种 分 子 间 相互 
作用 ， 包 括 抗体 -抗原 结合 ， 配 基 - 受 体 偶合 ， 以 及 蛋白 质 与 DNA、 糖 、 小 分 子 和 其 他 蛋白 质 
的 结合 。 

SPR 通过 监测 可 能 的 结合 分 子 水 溶液 和 带 有 固定 的 饵 蛋 白 的 生物 传感器 间 界面 上 光束 的 
反射 来 检测 结合 作用 。 饵 蛋白 结合 到 玻璃 棱镜 面 上 一 层 非常 薄 的 金属 涂 层 上 (图 8-53). — R 
光 以 特定 的 角度 〈 叫 做 共振 角 ) 通过 棱镜 ， 一 部 分 光 能 与 金属 薄膜 的 电子 云 相互 作用 ， 产 生 
等 离子 体 ， 电 子 以 合适 的 角度 在 薄膜 平面 上 振动 ， 在 上 下 表面 间 来 回 弹跳 ， 像 夺 码 在 弹簧 上 
一 样 。 接 着 ， 等 离子 体 在 金属 表面 上 下 产生 了 一 个 短 距 离 的 电场 ， 大 概 有 光 的 波长 那样 长 。 
电场 范围 内 的 环境 中 任何 的 组 分 改变 都 会 引起 共振 角 的 可 测量 的 变化 。 

为 了 测量 结合 程度 ， 让 含有 可 能 与 固定 的 饵 蛋 白 发 生 相互 作 用 的 蛋白 质 或 分 子 的 溶液 流 
过 生物 传感器 表面 。 当 蛋白 质 与 饰 结合 时 ， 金 属 表面 的 分 子 复合 物 的 组 分 发 生 改变 ， 引 起 共 
振 角 的 变化 图 8-53)。 实 时 监控 共振 角 的 变化 ， 这 种 变化 可 以 反映 分 子 和 饵 蛋白 结合 和 分 离 
的 动态 过 程 。 当 分 子 发 生 相 互 作 用 时 测量 结合 速率 (ke )， 当 用 缓冲 液 从 传感器 表面 将 结合 
分 子 洗 脱 下 来 时 测量 分 离 速度 Cheat) 。 用 Row RUA te 来 计算 结合 常数 (K)。 除 了 测定 动力 学 
过 程 ，SPR 也 可 以 用 于 测定 每 个 复合 物 中 结合 的 分 子 数目 ， SPR 信号 改变 的 大 小 与 固定 的 复 
合 物 的 质量 呈正 比 。 

SPR 方法 特别 实用 ， 因 为 它 只 需要 少量 的 蛋白 质 ， 蛋 白质 不 需要 任何 的 标记 ， 而 且 蛋 白 
质 -蛋白 质 相互 作用 可 以 进行 实时 监控 。 
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(B) 捕获 物 分 子 和 人 饰 分 子 的 结合 增加 了 表层 的 折射 率 。 这 改变 了 诱导 等 离子 体 的 共振 角 ， 
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e 
x 
x 
0 时 间 10min 


加 入 捕获 物 。 缓冲 液 洗 脱 


图 8-53 表面 等 离子 体 共振 (SRR) 
CA) SPR 可 以 通过 监测 可 能 的 结合 分 子 〈 绿 色 ) 水 溶液 和 带 有 固定 的 饼 蛋 白 红色) 的 生物 传感器 间 的 
界面 上 光束 的 反射 来 检测 结合 作用 。(B) 捕获 蛋白 洲 液 流 过 固定 的 乌 蛋 白 。 捕获 物 和 饵 蛋 白 的 结合 产生 
了 一 个 可 测量 的 共振 角 变化 。 这 些 实时 监测 的 改变 ， 反 映 了 分 子 复合 物 的 结合 和 分 离 


DNA 足迹 法 可 以 显示 蛋白 质 在 DNA 分 子 上 结合 的 位 置 


目前 我 们 已 经 集中 讨论 了 和 蛋白质- 蛋白质 相互 作用 。 但 是 ， 一 些 蛋白 质 通过 结合 到 DNA 
上 行使 功能 。 这 些 蛋白 质 大 多 数 通常 结合 到 基因 编码 区 域 之 外 的 一 段 DNA 调节 序列 ， 对 决 
定 在 特定 的 细胞 中 哪些 基因 具有 活性 有 核心 作用 。 

在 分 析 这 样 的 蛋白 质 如 何 行使 功能 的 过 程 中 ， 鉴 别 它 所 结合 的 特异 核 萌 酸 序列 是 十 分 重 
要 的 。 为 了 实现 这 一 目标 所 采用 的 方法 叫做 DNA 足迹 法 。 首 先 ， 纯 化 分 离 出 将 一 条 一 端 标记 
TP BY DNA 片段 [图 8-24(B)]; 然后 用 核酸 酶 或 者 其 他 化 学 物质 切割 这 一 分 子 ， 在 DNA 
上 产生 随机 的 单 链 切 口 。 变 性 分 离 DNA 双 链 之 后 ， 得 到 的 片段 从 标记 端 开始 在 凝 胶 中 进行 


分 离 ， 并 进行 放射 自 显影 检测 。 比 较 DNA 结合 蛋白 质 存 在 时 进行 DNA 切割 得 到 的 条 带 图 与 
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没有 结合 蛋白 质 时 进行 DNA 切割 得 到 的 条 带 图 。 当 和 蛋白质 存在 时 ， 它 会 覆盖 它 的 结合 位 点 
处 的 核 苷 酸 ， 保 护 它们 的 磷酸 二 酯 键 ， 防 止 切 割 。 结 果 就 无 法 得 到 终止 于 结合 位 点 的 标记 片 
段 ， 在 凝 胶 上 形成 空缺 ， 叫 做 “足迹 ”( 图 8-54)。 相 似 的 方法 可 用 于 测定 蛋白 质 的 RNA 结 
合 位 点 。 


由 DNA 结 合 蛋 白 保护 的 DNA 区 域 


de des 


(A) 


va 
ae 


| 核酸 酶 或 化 学 物质 随机 切割 后 ， 除 去 蛋白 质 并 分 离 出 DNA 链 


ii" 


j 


KIS SAIC REDNA SF 
| 凝 胶 电泳 分 离 


asin =a t 
没有 观察 到 切 制 的 “足迹 ” 
(B) 凝 胶 顶 端 


无 蛋白 质 


有 蛋白 质 


图 8-54 DNA 足迹 技术 
(A) 这 一 技术 需要 一 个 一 端 被 标记 的 DNA 分 子 [图 8-24(B)]。 图 示 的 蛋白 质 与 一 段 长 度 为 了 
个 核 董 酸 的 特异 DNA 序列 紧密 结合 ， 因 此 保护 了 这 7 个 核 苷 酸 ， 防 止 它们 被 切割 物 切割 。 如 果 
在 没有 DNA 结合 蛋白 存在 时 进行 同样 的 反应 ， 就 会 在 覆 胶 上 看 到 一 个 完整 的 条 带 阶梯 (未 在 
图 上 表示 )。(B) 一 个 用 于 检测 一 种 人 类 蛋白 质 的 结合 位 点 的 足迹 法 实例 ， 这 种 蛋白 质 激发 特 
异 真 核 基因 的 转录 。 这 些 结果 将 结合 位 点 定位 于 RNA 合成 起 点 的 上 游 60 MIERE. 切割 物 是 
-个 小 的 含 铁 的 有 机 分 子 ， 可 以 几乎 相同 的 频率 切割 每 一 个 磷酸 二 栈 键 [(B) 由 Michele Sawa- 

dogo 和 Robert Roeder 提供 ] 


小 结 


fa 


许多 有 效 的 技术 应 用 于 研究 蛋白 质 的 结构 和 功能 。 为 了 测定 在 原子 分 辩 率 水 平 上 的 蛋白 
质 三 维 结构 ， 大 的 蛋白 质 需要 进行 结晶 并 通过 X 射线 衍射 技术 进行 研究 。 溶 液 中 的 小 蛋白 质 
的 结构 可 以 用 核磁 共振 分 析 来 测定 。 由 于 有 相似 结构 的 蛋白 质 常 常 具有 相似 的 功能 ， 有 时 可 
以 通过 搜索 具有 相似 氨基 酸 序 列 的 已 知 蛋白 质 来 预测 蛋白 质 的 生化 活性 

研究 蛋白 质 功能 的 其 他 线索 来 自 对 它 的 亚 细 胞 分 布 的 检测 。 将 蛋白 质 与 绿色 荧光 蛋白 
(GFP) 等 分 子 标记 进行 ， 可 以 跟踪 蛋白 质 在 细胞 内 的 运动 。 进 入 细胞 核 并 且 与 DNA 结合 的 
蛋白 质 可 以 进一步 用 DNA 足迹 法 进行 分 析 ， 这 种 技术 可 用 来 测定 蛋白 质 调节 基因 转录 时 结 
合 到 哪些 调节 序列 。 

所 有 蛋白 质 都 要 通过 与 其 他 蛋白 或 者 分 子 结合 来 行使 功能 ， 有 许多 方法 可 用 于 研究 蛋白 
质 -蛋白 质 相互 作用 和 鉴别 可 能 的 蛋白 质 伙伴 。 利 用 靶 蛋 白 的 抗体 进行 蛋白 质 亲 和 层 析 或 者 免 
疫 共 沉淀 ， 可 以 对 相互 作用 的 蛋白 质 进行 物理 分 离 。 其 他 技术 ， 如 双 杂 交 系 统 或 啦 菌 体 展 示 ， 
可 以 同时 分 离 相互 作用 蛋白 质 和 编码 它们 的 基因 。 然 后 就 可 以 测定 蛋白 质 或 者 其 相应 基因 的 
序列 ， 从 而 确定 从 这 些 方法 中 得 到 的 蛋白 质 的 身份 。 


研究 基因 的 表达 和 功能 


人 们 最 终 想 要 确定 的 是 基因 和 它 编码 的 蛋白 质 如 何在 完好 的 生物 体 中 行使 功能 。 尽 管 听 
上 去 是 违反 直觉 的 ， 找 出 一 个 基因 做 什么 的 最 直接 的 方法 是 看 当 失 去 这 一 基因 时 生物 体会 怎 
么 样 。 研 究 具有 核 苷 酸 序列 改变 或 者 缺失 的 突变 生物 体 是 生物 学 中 的 一 项 费时 的 实践 。 由 于 
突变 会 中 断 细胞 中 的 系列 进程 ， 突 变 体 常 常 掌握 着 理解 基因 功能 的 钥匙 。 在 遗传 学 重要 领域 
的 经 典 途径 中 ， 人 们 就 是 从 分 离 突变 体 开始 的 ， 这 些 突变 体 具有 有 趣 的 或 者 异常 的 外 观 ， 如 
具有 白眼 或 卷 翅 的 果 蝇 。 从 表 型 〈 个 体 的 外 观 或 行为 ) 追溯 ， 就 可 以 确定 生物 体 的 基因 型 
相应 于 这 一 特征 的 基因 形式 (专题 8-1) 。 


专题 8-1 经 典 遗 传 学 回顾 


基因 和 表 型 
基因 : 可 遗传 的 功能 单元 ， 通 常 对 应 于 编码 一 个 单独 蛋白 质 的 DNA 片段 。 
基因 组 :一 个 生物 体 的 一 套 基因 。 


基因 座 : 基因 在 基因 组 中 的 位 置 


基因 型 : 形成 个 体 基因 组 的 特定 等 位 基因 构成 . 
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表 型 : 个 体 可 见 的 特征 。 


Eu x 


野生 型 :正常 的 、 突变 体 : 由 于 遗传 改变 
自然 发 生 的 类 型 (突变 ) 而 不 同 于 野生 型 
WAFAA REF WA MAF ala 


SS > E 
PK UK & 


等 位 基因 A 是 显 性 的 (相对 于 a); 等 位 基因 a 是 隐 性 的 《相对 于 AD 
在 上 面 的 例子 中 ， 杂 合子 的 表 型 与 一 种 纯 合 子 的 表 型 相同 ， 如 果 杂 合子 表 型 与 两 种 纯 合 子 表 型 都 不 
相同 ， 这 两 个 等 位 基因 就 被 称 为 是 共 显 性 的 。 


染色 体 
细胞 周期 开始 时 的 一 条 染色 体 ， 在 Gi, 期: 单一 的 长 条 代表 一 条 长 的 DNA 双 螺 旋 。 
中 心 粒 
hip et 


细胞 周期 结束 时 的 一 条 染色 体 ， 在 有 丝 分 歼 中 期 它 已 经 经 ”有 性 生殖 的 单 售 体 -二 们 体循环 
过 复制 和 浓 缮 了 ， 包 括 两 个 相同 的 姐妹 染色 单 体 〈 每 个 都 信 
有 一 个 DNA 双 螺旋 ) ， 在 着 丝 粒 处 相连 。 


Kip et 


常 染 色 体 对 


和 
父 本 2 | 
>e : 
x Y à 
RI s 为 了 简单 起 见 ， 只 用 了 一 对 染色 体 来 表 
——— nns 示 这 一 周期 。 


一 套 正常 的 二 倍 体 染色 体 的 中 期 涂 片 ， 通 过 破裂 中 期 细胞 并 
将 散 开 的 染色 体 染 色 进 行 制备 。 在 图 中 所 示 的 例子 中 , 由 3 
对 常 染色 体 〔( 从 两 个 亲本 对 称 遗传 来 的 染色 体 ， 不 考虑 性 别 》 
和 两 条 性 染色 体 〈 一 条 X 染色 体 来 自 母 本 ， 一 条 Y 染色 体 来 
自 父 本 )。 性 染色 体 的 数目 、 类 型 和 它们 在 性 别 决定 中 的 作 
用 ,以 及 常 染色 体 对 的 数目 在 不 同 种 类 的 生物 体 中 各 不 相同 。 
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减 数 分 裂 和 遗传 重组 
at OOOO 
o E EE 
| A 

父 本 染色 体 


二 倍 体 生殖 细胞 


基因 型 AB/iab 


减 数 分 型 和 重组 


单 倍 体 配 子 ( 卵 或 精子 ) 


两 个 基因 座 在 同一 条 染色 体 上 相距 的 越 远 ， 通 过 它们 之 间 一 点 的 交叉 将 它们 分 开 的 概率 就 越 大 。 如 果 两 
个 基因 在 配子 中 重新 分 配 的 概率 为 x% ， 那 么 它们 在 遗传 图 谱 的 一 条 染色 体 上 相距 zx (zcMD 。 


突变 类 型 


点 突变 :基因 组 中 的 单一 位 点 图 示 , 对 应 于 一 个 单独 的 
核 背 酸 对 或 一 个 单独 基因 的 很 小 一 部 分 


倒置 ， 类 全 染色 体 的 一 个 片段 


致死 突变 : 使 得 发 育 中 的 生物 体 未 成 熟 即 死亡 。 
条 件 突变 : 只 在 特定 条 件 下 产生 表 型 效应 ， 这 
一 特定 条 件 叫做 限制 性 条 件 。 在 其 他 条 件 〈 人 允 
许 条 件 ) 下 ， 看 不 到 表 型 效应 。 对 于 一 个 温度 
敏感 突变 而 言 ， 限 制 性 条 件 一 般 为 高 温 ， 允 许 
条 件 一 般 为 低温 。 

功能 缺失 突变 ， 降 低 或 彻底 破坏 了 基因 的 活性 
这 是 最 普遍 的 一 类 突变 。 功 能 缺失 突变 通常 是 
隐 性 的 ， 生 物体 通常 可 以 正常 行使 功能 ， 只 要 
它 确保 有 至 少 一 个 拷贝 有 用 的 基因 。 

无 效 突变 ,一 种 使 得 基因 功能 完全 丧失 的 功能 
缺失 突变 。 


ae a ae 


R: MRR I — TT BL 


易 位 : 一 条 染色 体 的 一 个 片段 脱落 下 来 ， 连 接 到 另 一 条 染色 体 上 
功能 获得 突变 : 增加 了 基因 的 活性 ， 或 者 使 它 在 不 适 
合 的 环境 下 有 活性 ; 这些 突变 通常 是 显 性 的 。 

显 性 失 活 突变 : 阻 断 基因 活性 的 显 性 突变 ， 即 使 有 一 
个 正常 拷贝 的 基因 存在 时 ， 也 产生 功能 缺失 表 型 。 当 
突变 基因 产物 干扰 了 正常 基因 产物 的 功能 时 ， 这 种 现 
象 就 发 生 了 

抑制 突变 : 抑制 另 一 突变 的 表 型 效应 ， 从 而 使 双 突变 
体 看 上 去 是 正常 的 。 基 因 内 抑制 突变 位 于 第 一 个 突变 
作用 的 基因 内 ; 基因 外 抑制 突变 位 于 第 二 个 基因 

这 一 基因 的 产物 经 常 可 以 和 第 一 个 基因 产物 直接 相互 
作用 。 


两 个 基因 还 是 一 个 ? 


给 出 两 种 产生 同一 表 型 的 突变 ， 我 们 怎样 才能 指 ”在 最 简单 的 互补 测验 中 ， 某 一 突变 的 纯 合子 个 体 与 
出 它们 是 否 是 同一 基因 上 的 突变 呢 ? 如 果 突 变 是 ” 另 一 突变 的 纯 合子 个 体 交配 ， 于 代 的 表 型 给 出 了 问 


隐 性 的 (通常 是 这 样 )， 可 以 通过 互补 测验 来 找到 


答案 。 


题 的 答案 。 
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互补 : 在 两 个 不 同 的 基因 中 的 突变 不 互补 : 同一 基因 中 两 个 互 不 依赖 的 突变 
纯 合 子 突变 母 本 纯 合子 突变 父 本 纯 合子 突变 母 本 纯 合子 突变 父 本 
- ees 


杂交 后 代表 现 出 正常 的 表 型 ， 每 个 基因 都 有 一 个 正常 的 拷贝 杂交 后 代表 现 出 突变 的 表 型 ， 突 变 基因 都 没有 正常 的 拷贝 


今天 ， 众 多 的 基因 组 计划 每 天 向 公共 的 数据 库 中 添加 成 千 上 万 的 核 背 酸 序 列 ， 对 基因 功 
能 的 探索 常 开始 于 一 段 DNA 序列 。 这 里 面临 的 挑战 是 将 序列 转译 为 功能 。 在 本 章 前 面 讨论 
过 的 一 种 方法 是 ， 搜 索 与 新 基因 编码 蛋白 质 有 相似 氨基 酸 序列 的 已 知 蛋白 质 ， 并 利用 前 面部 
分 已 经 讲 过 的 方法 来 进一步 探索 基因 的 功能 。 但 是 要 直接 解决 一 个 基因 如 何在 细胞 或 生物 体 
中 行使 功能 的 问题 ， 最 有 效 的 方法 是 研究 缺失 这 一 基因 或 者 表达 其 变化 形式 的 突变 体 。 确 定 
在 这 种 突变 体 中 哪 种 细胞 进程 被 中 断 或 者 受到 损害 ,常常 可 以 帮助 人 们 了 解 一 个 基因 的 生物 
学 功能 。 

在 这 一 部 分 ， 我们 会 描述 许多 不 同 的 用 于 测定 基因 功能 的 方法 ， 无 论 是 从 一 段 DNA 序 
列 开始 ， 还 是 从 一 个 具有 有 趣 表 型 的 生物 体 开始 。 我 们 首先 从 经 典 的 遗传 性 方法 人 手 来 研究 
基因 和 基因 的 功能 。 这 些 研究 开始 于 遗传 筛选 ， 来 分 离 感 兴趣 的 突变 体 ， 然 后 鉴别 对 应 于 观 
察 到 表 型 的 基因 或 基因 群 。 然 后 我 们 回顾 一 下 反 向 遗传 学 技术 ， 即 从 基因 或 基因 序列 入 手 来 
确定 其 功能 。 这 种 方法 通常 需要 一 些 聪明 的 预测 ， 搜 索 同 源 序列 并 确定 基因 在 何 时 何 处 表达 ， 
同时 产生 突变 生物 体 并 鉴定 它们 的 表 型 。 


经 典 途 径 从 随机 突变 开始 


在 基因 克隆 技术 出 现 之 前 ， 大 多 数 基因 是 通过 基因 突变 中 断 生物 进程 来 鉴定 的 。 这 种 经 
典 的 遗传 学 方法 〈 鉴 定 与 突变 表 型 相应 的 基因 ) 最 容易 在 迅速 繁殖 且 易 进行 遗传 操作 的 生物 
体 中 施行 ， 如 细菌 、 酵 母 、 线 虫 和 果 蝇 。 虽 然 有 时 也 可 以 在 检查 非常 大 的 种 群 ORT a aK 
万 个 个 体 ) 时 发 现 自发 突变 ,但 是 用 损害 DNA 的 物质 产生 突变 ， 可 以 使 分 离 突 变 体 变 得 更 
有 效 。 用 诱 变 剂 处 理 生 物体 ， 可 以 快速 产生 大 量 的 突变 体 ， 然 后 可 以 筛选 出 一 个 感 兴趣 的 缺 
陷 ， 不 久 我 们 会 讨论 。 

化 学 或 辐射 诱 变 的 一 种 替代 过 程 叫做 插入 诱 变 。 这 种 方法 基于 这 样 一 个 事实 ， 如 果 插 入 
片段 中 断 了 一 个 基因 或 者 它 的 调控 序列 ， 随 机 插入 基因 组 的 外 源 DNA 就 可 以 产生 突变 。 已 
知 序列 的 插入 DNA 可 以 作为 分 子 标签 ， 帮 助 后 续 的 被 中 断 基 因 的 鉴别 和 克隆 (图 8-55)。 在 
果 蝇 中 ， 利 用 可 转移 的 P 因子 来 使 基因 失 活 ， 带 来 了 果 蝇 基因 功能 研究 的 革命 。 转 座 因 子 
( 表 5-3) 也 用 于 在 细菌 、 酵 母 和 开花 植物 拟 南 芥 中 产生 突变 。 可 以 将 自身 基因 拷贝 人 宿主 基 
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因 组 的 反 转录 病毒 (图 5-73)， 已 经 用 于 中 断 斑马 鱼 和 
老鼠 中 的 基因 。 

这 些 研究 很 适合 于 仔细 研究 线虫 和 果 蝇 中 的 生物 
进程 ， 但 是 我 们 如 何 研究 人 类 的 基因 功能 呢 ? 不 同 于 
我 们 已 经 讨论 过 的 生物 体 ， 人 类 不 能 迅速 繁殖 ， 而 且 
不 能 故意 用 诱 变 剂 处 理 。 此 外 ， 如 DNA 复制 等 重要 
进程 具有 严重 缺陷 的 任何 人 类 ， 都 在 出 生 之 前 就 死 
了 

对 于 如 何 研究 人 类 基因 ， 有 两 种 答案 。 第 一 种 ， 

图 8-55 金鱼 草 的 插入 突变 体 由 于 基因 和 基因 功能 在 进化 过 程 中 都 是 高 度 保守 的 ， 
研究 不 太 复杂 的 模式 生物 可 以 揭示 人 类 相似 的 基因 和 
进程 。 然 后 ， 相 应 的 人 类 基因 就 可 以 在 培养 的 人 类 细胞 中 进一步 研究 。 第 二 种 ， 许 多 突变 是 
非 致死 性 的 ， 例 如 ， 组 织 特异 的 溶菌 酶 或 细胞 表面 受 体 缺 陷 ， 这 些 突变 已 经 在 人 类 种 群 中 自 
发 出 现 。 分 析 受 到 影响 的 个 体 的 表 型 ， 结 合 对 他 们 的 培养 细胞 的 研究 ， 已 经 提供 了 对 人 类 重 
要 细胞 功能 的 独特 知识 。 尽 管 这 种 突变 很 罕见 ， 但 仍然 可 以 有 效 地 发 现 它们 ， 因 为 人 类 有 一 
个 特性 : 突变 个 体 通过 寻求 特殊 的 医学 治疗 会 使 自己 被 注意 到 。 
遗传 学 筛选 鉴别 突变 体 在 细胞 进程 中 的 缺陷 

一 旦 在 模式 生物 如 酵母 或 果 蝇 中 产生 了 一 系列 突变 ， 通 常 必须 检查 数 千 种 个 体 ， 来 寻找 
感 兴趣 的 变化 表 型 。 这 种 搜索 叫做 遗传 学 筛选 。 巾 于 得 到 感 兴趣 基因 中 的 突变 依赖 于 在 随机 
诱 变 中 这 种 基因 被 失 活 或 者 以 其 他 方式 突变 的 可 能 性 ， 基 因 组 越 大 ， 某 一 特殊 基因 被 突变 的 
可 能 性 越 小 。 因 此 ， 生 物体 越 复杂 ， 就 需要 检查 越 多 的 突变 体 ， 以 避免 漏 掉 某 些 基因 。 待 得 
选 的 表 型 可 以 简单 也 可 以 复杂 。 简 单 的 表 型 易 被 检测 ， 如 一 个 代谢 缺陷 ， 生 物体 将 不 能 在 某 
一 种 特殊 氨基 酸 或 营养 物 缺乏 的 条 件 下 生长 。 

更 加 复杂 的 表 型 ， 如 引起 学 习 或 者 记忆 方面 缺陷 的 突变 ， 可 能 需要 更 复杂 精细 的 筛选 
(图 8-56)。 但 是 ， 即 使 用 于 研究 复杂 生理 学 系统 的 遗传 学 筛选 ， 在 设计 时 也 应 当 尽 可 能 的 简 


图 8-56 ”第 选 可 以 检测 影响 动物 行为 的 突变 
CA) 野生 型 线虫 进行 群体 进食 。 线 虫 四 处 游 动 ， 直 到 找到 它们 的 邻居 并 开始 进食 。(B) 突变 的 动物 自己 进食 
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单 ， 如 果 可 能 ， 应 当 人 允许 同时 进行 大 量 突变 体 的 检查 。 举 个 例子 ， 一 个 特别 好 的 筛选 设计 来 
寻找 在 斑马 鱼 视觉 形成 过 程 的 基因 。 这 一 筛选 是 监测 鱼 对 运动 的 反应 ， 其 根据 是 行为 上 的 改 
变 。 野 生 型 鱼 往往 按照 感觉 到 的 方向 游 动 ， 而 具有 视觉 系统 缺陷 的 突变 体 向 着 随机 的 方向 游 
动 ， 这 是 一 种 很 容易 检测 的 行为 。 在 这 一 筛选 中 发 现 的 一 种 突变 命名 为 lakritz， 在 这 种 突变 
中 ， 有 80%% 的 将 视觉 信号 从 眼睛 传播 到 脑 的 视网膜 神经 节 缺 失 。 由 于 斑马 鱼 视网膜 的 细胞 组 
织 状态 可 以 代表 所 有 痛 椎 动物 的 ， 对 这 些 突变 体 的 研究 也 可 以 帮助 我 们 理解 人 类 的 视觉 发 生 
过 程 。 

由 于 在 基本 的 细胞 过 程 ， 例 如 ，RNA 合成 加 工 或 细胞 周期 调控 中 需要 基因 的 缺陷 通常 是 
致死 的 ， 这 些 基因 的 功能 通常 在 温度 敏感 性 突变 体 中 进行 研究 。 在 这 些 突变 中 ， 突 变 基因 的 
蛋白 质 产物 在 中 等 的 温度 可 以 正常 发 挥 功能 ， 但 是 温度 的 微小 上 升 或 降低 就 会 使 其 失 活 。 因 
此 ， 可 以 通过 改变 温度 来 在 实验 室 中 简单 地 打开 或 关闭 这 一 异常 性 。 含 有 对 非 允许 温度 下 生 
存 至 关 紧 要 的 基因 的 温度 敏感 突变 的 细胞 ， 仍 然 能 在 正常 温度 或 者 允许 温度 下 生长 〈 图 
8-57)。 在 这 种 突变 中 的 温度 敏感 基因 通常 含有 一 个 引起 蛋白 质 产物 的 精细 变化 的 点 突变 。 


温度 下 
eee pet 度 
下 分 列 的 突变 网 


涂 布 在 培养 屿 上 的 诱 变 < 
细胞 在 23C 下 长 成 菌落 


图 8-57 ”筛选 温度 敏感 的 细菌 或 酵母 突变 体 
诱 变 的 细胞 在 允许 温度 下 涂 布 ， 得 到 的 菌落 通过 复制 涂 布 转移 到 两 个 相同 的 培养 屿 上， 一 个 
在 允许 温度 下 培养 ， 另 一 个 在 非 允 许 温度 下 培养 。 含 有 在 对 增殖 至 关 紧 要 的 基因 的 温度 敏感 
突变 的 细胞 可 以 在 正常 的 、 允 许 温 度 下 分 歼 ， 却 不 能 在 提高 的 、 非 允许 温度 下 分 裂 


许多 温度 敏感 突变 体 是 在 编码 DNA 复制 所 需 细菌 蛋白 质 的 基因 中 分 离 得 到 的 ， 通 过 筛 
选 诱 变 的 细菌 种 群 来 寻找 从 30C 升 温 到 42"C 后 停止 形成 DNA 的 细胞 。 这 些 突变 体 接着 用 于 
区 别 和 鉴定 相应 的 DNA 复制 蛋白 (讨论 见 第 5 章 )。 温 度 敏感 突变 体 也 导致 了 许多 细胞 周期 
调节 相关 蛋白 和 酵母 中 分 泌 途 径 的 移动 蛋白 的 鉴定 〈 专 题 13-1) 。 利 用 相似 的 筛选 方法 研究 了 
细菌 和 酵母 的 基础 代谢 途径 相关 酶 的 功能 〈 讨 论 见 第 2 章 )， 并 且 发 现 了 许多 与 果 蜗 胚胎 有 序 
发 育 有 关 的 基因 产物 〈 讨 论 见 第 21 章 ) 。 


互补 测验 可 以 揭示 两 个 突变 是 否 发 生 在 同一 个 基因 内 部 


大 范围 的 遗传 学 筛选 可 以 发 现 许 多 表现 出 同一 表 型 的 不 同 突变 。 这 些 突变 可 能 发 生 在 作 
用 于 同一 进程 的 不 同 基因 上 ， 或 者 代表 同一 基因 的 不 同 突变 。 那么， 我 们 怎样 判断 产生 同一 
表 型 的 两 种 突变 是 发 生 在 同一 基因 内 呢 ， 还 是 发 生 在 不 同 基因 上 ? 如 果 突变 是 隐 性 的 ， 举 个 
例子 ， 如 果 它 们 代表 一 个 特别 基因 的 失去 功能 突变 ， 那 么 可 以 用 互补 测验 来 确定 突变 是 在 同 
一 基因 还 是 在 不 同 基因 。 互 补 测验 的 最 简单 方式 是 ， 一 个 个 体 是 某 一 突变 的 纯 合 子 ， 即 它 有 
待 测 突变 两 个 相同 的 等 位 基因 ， 将 它 与 另 一 突变 的 纯 合 子 个 体 交 配 。 如 果 两 个 突变 在 同一 基 
因 内 ， 子 代 将 表现 突变 表 型 ， 因 为 它们 仍然 没有 待 测 基因 的 正常 拷贝 (专题 8-1)。 相 反 地 


如 果 突 变 落 在 不 同 的 基因 上 ， 产 生 的 后 代 就 会 表现 正常 的 表 型 。 它 们 得 到 了 每 个 基因 的 一 个 
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正常 拷贝 《和 一 个 突变 拷贝 )。 于 是 突变 就 互相 补充 ， 人 恢复 了 正常 表 型 。 在 遗传 学 筛选 过 程 中 
进行 的 突变 体 的 互补 测验 表明 ， 例 如 ， 酵 母 消化 半 乳 糖 需要 5 个 基因 ， 大 肠 杆菌 建立 一 根 有 
功能 的 鞭毛 需要 20 个 基因 ，48 个 基因 与 T4 噬菌体 的 病毒 颗粒 组 装 过 程 相关 ， 上 百 个 基因 与 
从 受精 卵 到 成 熟 线 虫 的 发 育 过 程 相关 。 

一 旦 鉴定 出 与 一 个 特殊 生物 进程 相关 的 一 系列 基因 ， 接 下 来 就 要 测定 这 些 基因 发 挥 功 
能 的 顺序 。 测 定 基因 何 时 活动 可 以 促进 再 现 整个 遗传 学 或 生物 化 学 途径 ， 这 种 研究 也 已 经 
成 为 我 们 理解 代谢 、 信 号 转 导 、 其 他 发 育 和 生理 进程 的 中 心 。 其 实 ， 解 开 基因 行使 功能 的 
顺序 需要 仔细 地 鉴定 每 个 不 同 基因 的 突变 所 产生 的 表 型 。 举 个 例子 ， 假 如 一 堆 基因 的 突变 
都 引起 早期 胚胎 发 育 的 细胞 分 裂 停止 ， 对 每 个 突变 的 精密 检查 就 可 能 揭示 某 些 基因 作用 得 
十 分 早 ， 阻止 了 受精 卵 分 裂 成 两 个 细胞 ;而 其 他 基因 可 能 允许 早期 的 细胞 分 裂 却 组 织 胚胎 
HAREE. 

为 了 测验 对 基因 功能 顺序 的 预测 正确 与 否 ， 可 以 让 生物 体 具 有 两 个 不 同 基因 的 突变 。 如 
果 这 些 突变 影响 同一 进程 的 不 同步 又 ， 那 么 这 种 双 突 变 体 应 该 具有 和 在 进程 中 最 早 作 用 的 突 
变 的 表 型 一 致 。 举 个 例子 ， 酵 母 的 蛋白 质 分 泌 过 程 就 是 通过 这 一 方法 得 以 解释 的 。 这 一 过 程 
的 不 同 突变 产生 了 在 内 质 网 或 高 尔 基体 中 异常 的 蛋白 质 聚 集 。 当 一 个 细胞 被 改造 成 具有 阻 断 
蛋白 质 在 内 质 网 中 加 工 和 阻 断 蛋白 质 在 高 尔 基体 中 加 工 的 两 个 突变 时 ， 蛋 白质 沉积 在 内 质 网 
中 。 这 就 表明 蛋白 质 在 运送 到 高 尔 基体 之 后 ， 进 行 分 泌 之 前 ， 必 须 经 过 内 质 网 〈 图 8-58) 。 


eR 高 尔 基体 分 沼 小 泡 


正常 细胞 分 小 突变 体 A 分 洛 突 变 体 B 双 突 变 体 AB 


HA 蛋白 质 沉积 在 ER AMR 蛋白 质 沉积 在 ER 
高 尔 基体 


图 8-58 用 遗传 学 测定 基因 功能 的 顺序 
在 正常 细胞 中 ， 蛋 白质 被 装 和 人 小 泡 ， 小 泡 与 细胞 质 膜 融 合 ， 将 其 内 含 物 释放 到 细胞 外 基质 ， 在 
分 小 突变 体 A 中 ， 蛋 白质 沉积 在 内 质 网 。 在 不 同 的 分 泌 突变 体 B 中 ， 和 蛋白 质 沉积 在 高 尔 基体 内 。 
在 双 突变 体 AB 中 ， 蛋 白质 沉积 在 内 质 网 ; 这 表明 突变 体 A 缺陷 的 基因 比 突变 体 B 缺陷 的 基因 
在 分 泌 过 程 中 发 生 作用 要 早 


基因 定位 可 以 通过 连锁 分 析 

得 到 突变 之 后 ， 下 一 步 就 是 鉴定 与 改变 表 型 相关 的 基因 或 基因 群 。 如 果 最 初 使 用 的 是 插 
和 人 诱 变 的 方法 ， 定 位 被 打 断 的 基因 就 十 分 简单 了 ， 只 需要 搜集 和 扩 增 含有 插入 因子 (如 转 座 
子 或 反 转录 病毒 ) 的 DNA 片段 ， 并 测定 侧翼 DNA 的 核 背 酸 序列 。 然 后 用 这 一 序列 搜索 
DNA 数据 库 ， 来 鉴定 被 插入 因子 打 断 的 基因 。 

如 果 使 用 损害 DNA 的 化 学 物质 来 产生 突变 体 ， 鉴 定 失 活 的 基因 常常 更 费力 一 些 ， 可 以 
通过 不 同 的 方法 完成 这 一 过 程 。 一 种 方法 是 ， 首 先 测定 基因 在 基因 组 中 的 位 置 。 为 了 定位 一 
种 新 发 现 的 基因 ， 首 先 要 通过 评估 这 个 基因 与 基因 组 中 其 他 已 知 基因 的 距离 ， 来 测定 它 在 染 


色 体 上 的 大 约 位 置 。 通 常 使 用 连锁 分 析 的 方法 来 估计 基因 位 点 之 间 的 距离 ， 这 一 技术 依据 的 


事实 是 在 同一 染色 体 上 互相 靠近 的 基因 趋向 于 一 起 遗传 。 基 因 之 间 离 得 越 近 ， 它 们 一 起 传 给 
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子 代 的 可 能 性 就 越 大 。 但 是 ， 即 使 是 紧密 连 在 一 起 的 基因 ， 在 减 数 分 裂 过 程 中 仍 有 可 能 通过 
重组 而 被 分 开 。 两 个 基因 位 点 间距 离 越 大 ， 它 们 通过 交叉 被 分 开 的 机 会 就 越 大 〈 专 题 8-1) 。 
通过 计算 两 个 基因 间 的 重组 频率 ， 可 以 测定 它们 之 间 的 大 概 距离 。 

由 于 基因 并 不 总 是 相距 足够 近 得 可 以 精确 测定 它们 的 位 置 ， 因 此 连锁 分 析 常常 依赖 于 基 
因 组 中 的 物理 标记 ， 来 估计 一 个 未 知 基因 的 位 置 。 这 些 标记 一 般 是 核 苷 酸 片段 ， 具 有 已 知 的 
序列 和 基因 组 定位 ， 并 且 至 少 有 两 种 等 位 基因 形式 。 例 如 ， 单 核 苷 酸 多 态 现象 (SNP) 是 种 
群 的 个 体 中 一 个 或 多 个 核 苷 酸 不 同 的 短 序列 ， 可 以 通过 杂交 技术 进行 检测 。 许 多 这 样 的 物理 
标记 散布 在 染色 体 上 ， 许多 生物 体 中 都 搜集 到 了 这 样 的 序列 ， 人 类 中 有 多 于 10* 个 。 如 果 这 
些 标 记分 布 得 足够 密集 ， 人 们 就 可 以 通过 连锁 分 析 检 测 与 突变 表 型 紧密 共 遗 传 的 一 个 或 多 个 
SNP， 来 缩小 一 个 基因 的 可 能 定位 的 染色 体 区 域 ， 使 其 定位 到 一 段 只 含有 几 个 基因 序列 的 区 
域 上 。 这 些 基因 就 是 候选 基因 ， 可 以 直接 测定 它们 的 结构 和 功能 ， 来 确定 哪个 基因 是 和 最 初 
的 突变 表 型 相关 的 。 

连锁 分 析 同 样 可 用 于 鉴定 与 遗传 性 的 人 类 疾病 相关 的 基因 。 这 种 研究 需要 收集 受到 这 种 
疾病 影响 的 大 量 家 族 的 DNA 样品 。 然 后 ， 检 查 这 些 样品 中 似乎 与 疾病 基因 紧密 相连 的 物理 
标记 (如 SNP)， 这 些 疾病 基因 总 是 通过 患者 的 个 体 遗 传 ， 而 不 通过 他 们 不 受 影响 的 亲戚。 
然后 就 像 上 面 所 述 的 那样 定位 这 种 疾病 基因 (图 8-59)。 例 如 ， 春 肿 性 纤维 化 和 亨廷顿 舞蹈 症 
的 基因 都 是 通过 这 种 方法 发 现 的 。 


患 病 母 本 的 染色 体 对 未 患 病 父 本 的 同样 染色 体 对 


| 
MF 


结论 ， 致 病 基 因 在 75% 的 子 代 中 与 SNP 标记 共 遗 传 自 母 本 。 如 果 在 其 他 被 检查 的 家 族 中 发 现 同样 的 关系 ， 
致 病 基因 就 可 以 定位 到 这 一 染色 体 上 这 种 SNP 的 附近 。 注 意 一 个 在 同一 染色 体 上 距离 基因 很 远 的 或 与 感 兴 
趣 的 基因 定位 在 不 同 染 色 体 上 的 SNP， 共 遗传 的 概率 只 有 50% 
图 8-59 遗传 学 连锁 分 析 利用 DNA 上 的 物理 标记 来 寻找 人 类 基因 
在 这 个 例子 中 ， 利 用 一 种 SNP 标记 研究 人 类 的 一 种 特异 表 型 的 共 遗 传 这 里 是 一 个 遗传 疾病 )。 如 果 遗 传 
这 一 疾病 的 个 体 几乎 总 是 遗传 一 种 特异 的 SNP 标记 ， 那 么 引起 这 种 疾病 的 基因 和 SNP 就 很 可 能 在 同一 染色 
体 紧密 接近 ， 如 图 中 所 示 。 为 了 证 明 一 个 观察 到 的 连锁 具有 统计 意义 ， 需 要 检查 数 百 个 个 体 。 注 意 连锁 不 
会 是 绝对 的 ， 除 非 SNP 标记 位 于 这 一 基因 自身 。 因 此 ， 偶 然 地 ， 在 卵 或 精子 形成 是 通过 减 数 分 型 的 交叉 过 
程 中 ，SNP 会 与 疾病 基因 分 开 ， 这 一 情况 发 生 在 图 中 的 最 右边 的 例子 。 当 处 理 一 个 已 经 测序 的 基因 组 时 ， 
用 原来 的 SNP 两 边 的 SNP 不 断 重复 这 一 流程 ， 直 到 找到 100% 的 共 遗 传 性 
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寻找 同 源 性 可 以 帮助 预测 基因 的 功能 


一 旦 基因 被 鉴定 了 ， 常 常 可 以 通过 确定 其 已 知 功能 的 同 源 基因 来 预测 它 的 功能 。 像 我 们 
之 前 讨论 过 的 ， 数 据 库 中 含有 来 自 各 种 各 样 生 物体 中 的 核 苷 酸 序列 ， 包 括 许多 微生物 、 线 虫 、 
拟 南 芥 、 果 蝇 和 人 类 的 完整 基因 组 序列 ， 可 以 搜索 数据 库 来 寻找 和 未 鉴定 的 目标 基因 相似 的 
序列 。 

当 分 析 一 个 新 测序 的 基因 组 时 ， 这 一 搜索 可 以 作为 首选 的 尝试 ， 来 指派 尽 可 能 多 的 基因 
的 功能 ， 这 一 过 程 叫做 评注 。 然 后 进行 进一步 的 遗传 学 和 生物 化 学 研究 ， 来 确定 基因 是 否 编 
码 具 有 预测 功能 的 产物 ， 之 后 我 们 会 讨论 。 同 源 性 分 析 并 不 总 是 能 揭示 关于 功能 的 信息 : 在 
酵母 基因 组 中 ， 有 30% 的 未 鉴定 的 基因 可 以 通过 同 源 性 分 析 来 指派 可 能 的 功能 ，10% 具 有 功 
能 未 知 的 同 源 物 ， 另 外 的 30% 在 任何 现 有 的 数据 库 中 都 找 不 到 同 源 物 〈 剩 下 30% 的 基因 在 酵 
母 基因 组 测序 之 前 就 已 经 被 鉴定 了 ) 。 

在 某 些 情况 下 ， 同 源 性 搜索 找到 的 生物 体 A 中 的 基因 ， 它 产生 的 蛋白 质 在 不 同 生物 体 中 
是 与 第 二 种 蛋白 质 融 合 的 ， 但 是 第 二 种 蛋白 质 在 生物 体 A 中 是 由 一 个 独立 的 基因 产生 的 。 例 
如 ， 在 酵母 中 ， 两 个 分 离 的 基因 编码 两 种 与 色 氨 酸 合成 相关 的 蛋白 质 ;但 在 大 肠 杆 菌 中 ， 这 
两 种 基因 融合 成 一 个 基因 〈 图 8-60) 。 酵 母 中 的 这 两 种 蛋白 质 对 应 于 一 个 细菌 蛋白 质 的 两 个 结 
构 域 ， 意 味 着 它们 可 能 具有 功能 上 的 相关 性 ， 而 且 可 能 在 同一 个 蛋白 质 复合 物 中 发 挥 作 用 。 
更 普遍 地 ， 这 种 方法 用 于 建立 基因 间 的 功能 联系 ， 而 在 大 多 数 生物 体 中 这 些 基因 在 基因 组 中 
离 得 很 远 。 


生物 体 A 基因 2 
aaa 


CMNO a E 
基因 3 


图 8-60 ”结构 域 融合 揭示 功能 相关 的 基因 间 的 关系 
在 这 个 例子 中 ， 生 物体 A 的 基因 1 和 基因 2 的 功能 性 相互 作用 ， 是 通过 推断 生物 
体 日 中 单一 基因 〈 基 因 3) 的 同 源 性 结构 域 的 融合 得 到 的 


报道 基因 可 以 揭示 基因 何 时 何 处 表达 


通常 可 以 通过 检查 基因 在 细胞 或 整个 生物 体 中 何 时 何 处 表达 来 获得 基因 功能 的 线索 。 可 
以 利用 报道 基因 代替 所 研究 基因 的 一 部 分 来 测定 基因 表达 的 模式 和 时 间 。 大 多 数 情况 下 ， 报 
道 基因 的 表达 可 以 通过 追踪 其 荧光 或 蛋白 质 产物 的 酶 活性 来 监测 。 

如 第 7 章 所 详细 讨论 的 ， 基 因 表达 由 位 于 编码 区 上 游 或 下 游 的 调节 DNA 序列 所 控制 ， 
它们 一 般 不 被 转录 。 这 些 调 节 序列 控制 哪个 细胞 在 什么 条 件 下 表达 基因 ， 也 可 以 促进 报道 
基因 的 表达 。 用 报道 基因 简单 地 替代 目标 基因 的 编码 区 ， 并 将 这 种 重组 的 DNA 分 子 导 人 
细胞 。 报 道 基因 产物 的 水 平 、 时 间 和 细胞 特异 性 反映 了 属于 原 有 基因 的 调节 序列 的 作用 
(图 8-61) 。 

前 面 讨论 的 其 他 几 种 技术 ， 也 可 以 用 于 测定 基因 的 表达 模式 。 杂 交 技 术 ， 如 Northern 分 
析 (图 8-27) 和 检测 RNA 的 原 位 杂交 (图 8-29) 可 以 揭示 基因 什么 时 候 在 哪个 组 织 被 转录 ， 
产生 了 多 少 mRNA。 
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(A) 初 始 DNA 分 子 基因 X 的 表达 模式 


am 
£ SCR cao 
正常 的 ps 
1 2 3 SF, Re. g: E 
、 TOO OZ RNA 合 成 的 起 始 位 点 正常 基因 X 表 达 的 模式 
次 定 生 白质 X 衣 达 的 
DNA 调 节 序列 
报道 看 白 Y 的 编码 区 报道 基因 Y 的 表达 模式 
重组 的 一 
= — 
1 2 = 
A a es MARY BRIE 
Emenee ne m — 
3 
CS se = — 
2 
ms om — [| 
m om — | | 
1 2 
Omie 调节 序列 3 在 细胞 B 中 开启 基因 X 


调节 序列 2 在 细胞 D、E 和 F 中 开启 基因 X 
调节 序列 ! 在 细胞 D 中 关闭 基因 X 


图 8-61 利用 报道 蛋白 来 测定 基因 表达 的 模式 
CA) 在 这 个 例子 中 ， 避 白质 X 的 编码 区 被 蛋白 质 Y 的 编码 区 替代 。(B) 多 种 含有 候选 调节 序列 的 DNA 片段 加 
人 到 重组 物 中 ， 将 重组 DNA 分 子 转 到 不 同类 型 的 哺乳 动物 细胞 中 ， 然 后 测试 它们 的 表达 ， 表 达 的 结果 总 结 在 
(O 中 。 在 真 核 细胞 实验 中 ， 两 种 常用 的 报道 蛋白 是 人 半 乳 糖苷 酶 〈Pgal) 和 绿色 荧光 蛋白 《GFP) (图 9-44), 
由 于 这 些 是 细菌 的 酶 ， 它 们 的 存在 可 以 通过 简单 灵敏 的 酶 活 测定 进行 监测 ， 不 会 干扰 宿主 细胞 的 酶 。 图 7-39 部 
示 了 利用 frgal 报道 基因 进行 果 蝇 胚 胎 中 眼睛 基因 调节 序列 活性 监测 的 一 个 例子 


芯片 可 以 一 次 监测 数 千 种 基因 的 表达 


目前 我 们 已 经 讨论 了 可 以 一 次 监测 一 种 基因 表达 的 技术 。 这 些 方法 许多 是 极 费 劳力 的 ， 
构建 报道 基因 或 GFP 融合 需要 进行 DNA 操作 并 将 得 到 的 重组 分 子 转 人 细胞 。 即 使 Northern 
分 析 也 被 限制 在 琼脂 糖 凝 胺 上 的 样品 数量 的 范围 内 。1990 年 发 展 起 来 的 DNA 芯片 技术 带 来 
了 基因 表达 分 析 方 法 的 革命 ， 现 在 可 以 一 次 监测 数 千 个 基因 的 RNA 产物 。 通 过 同时 检查 这 
么 多 基因 的 表达 ， 我 们 可 以 开始 鉴别 和 研究 细胞 生理 学 下 的 基因 表达 模式 : 我 们 可 以 看 到 细 
胞 生长 、 分 裂 或 者 对 激素 或 毒素 发 生 反 应 时 哪些 基因 开启 〈 或 关闭 ) 。 

DNA 芯片 只 比 显微镜 玻 片 多 了 散布 于 其 上 的 大 量 DNA 片段 ,每 个 片段 含有 一 个 可 作为 
特异 基因 探 针 的 核 苷 酸 序列 。 最 密 的 芯片 可 能 在 比 邮票 小 的 区 域内 含有 上 万 种 片段 ， 允 许 数 
千 种 杂交 反应 平行 地 进行 (图 8-62) 。 一 些 芯片 是 由 机 器 人 将 PCR 产生 的 DNA 大 片段 点 到 
玻 片 上 得 到 的 。 其 他 的 含有 短 的 寡 核 背 酸 ， 这 些 赛 核 苷 酸 是 用 类 似 于 制备 电脑 芯片 上 的 蚀刻 
电路 的 技术 在 玻璃 干 胶片 表面 合成 的 。 每 种 情况 下 ， 芯 片上 每 个 探 针 的 确切 序列 和 位 置 都 是 
已 知 的 。 因 此 ， 任 何 与 芯片 上 探 针 杂 交 的 核 苷 酸 片段 都 可 以 通过 检测 它 的 结合 位 置 来 鉴定 是 
哪 种 特异 基因 的 产物 。 
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收集 基因 特异 的 DNA 分 子 


PCR 扩 增 


机 器 点 到 玻 片上 


品 2 的 mRNA 
荧光 色素 标记 


图 8-62 利用 DNA 芯片 同时 监测 数 干 种 
基因 的 表达 

为 了 制备 芯片 ， 对 应 于 每 个 基因 的 DNA 片段 由 机 器 人 
点 到 玻 片 上 ， 也 有 商品 化 的 制 好 的 芯片 。 在 这 个 例子 
中 ，mRNA 是 从 两 个 不 同 的 细胞 样品 中 得 到 的 ， 来 直 
接 比 较 它 们 基因 表达 的 相对 水 平 。 这 些 样品 转变 为 
cDNA 并 且 进 行 标记 ， 一 种 用 红色 荧光 色素 ， 另 一 种 用 
绿色 荧光 色素 。 标记 的 样品 混合 在 一 并 在 芯片 上 
进行 杂交 反应 。 温 育 后 ， 冲 洗 芯片 ， 然 后 进行 菊 光 扫 
描 。 所 显示 的 芯片 部 分 代表 了 110 种 酵母 基因 的 表达 ， 
红色 点 说 明 样品 1 中 的 基因 比 样品 2 中 的 相应 基因 具 
有 更 高 的 表达 水 平 ， 绿色 点 说 明基 因 表 达 的 水 平 在 样 
oh 2 中 比 样品 中 高 。 黄 明基 因 在 两 个 样品 中 
表达 水 平 相同 。 暗 点 说 明 i 这 一 位 置 的 基因 在 每 
种 样品 都 低 表达 或 不 表达 。 更 多 细节 见 图 1-45〈 摘 自 

J. L. DeRisi et al. , Science 278; 680~686, 1997) 


it 


苑 片 代表 110 种 酵母 基因 表达 的 区 域 


利用 DNA 芯片 来 监测 基因 表达 ， 首 先 从 所 研究 的 细胞 中 提取 mRNA 并 转化 成 CDNA 
(图 8-34) 。 然 后 ， 用 荧光 探 针 标 记 cDNA。 芯 片 与 这 种 标记 的 cDNA 样品 温 育 ， 就 发 生 了 杂 
交 反 应 (图 8-62)。 接 着 冲洗 芯片 ， 除 去 未 紧密 结合 的 EDNA， 用 自动 化 的 扫描 激光 显微镜 来 
鉴别 芯片 上 标记 DNA 片段 的 结合 位 置 。 然 后 ， 将 芯片 位 置 与 点 在 这 一 位 置 的 DNA 样品 中 的 
特异 基因 进行 匹配 。 

实验 样品 中 的 荧光 DNA (如 用 红色 荧光 染料 标记 ) 要 与 标记 了 另 一 种 不 同 颜色 荧光 染料 
〈 如 绿色 ) 的 参照 样品 cDNA 片段 混合 。 这样 ， 如 果 感 兴趣 的 细胞 中 的 一 种 特异 基因 表达 的 
mRNA 量 相对 于 参照 样品 有 所 提高 ， 得 到 的 点 就 是 红色 。 相 反 地 ， 如 果 基 因 表 达 相对 于 参照 
样品 有 所 降低 ， 点 就 是 绿色 。 利 用 这 种 内 在 的 参照 物 ， 就 可 以 将 基因 表达 的 轮廓 精确 的 列 
出 来 。 

目前 ，DNA 芯片 已 经 用 于 检查 所 有 事件 ， 从 使 草 荃 成 熟 的 基因 表达 变化 到 不 同类 型 的 人 
类 癌症 细胞 的 基因 表达 标记 (图 7-3)。 含 有 代表 酵母 所 有 的 6000 种 基因 探 针 的 芯片 已 经 用 于 
监测 酵母 从 发 酵 葡萄 糖 移 到 乙醇 中 生长 的 过 程 中 ， 在 对 突然 移 到 热 环境 或 冷 环境 时 ， 以 及 它 
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们 在 细胞 周期 的 不 同 阶段 的 基因 表达 变化 。 初 步 已 经 表明 ， 当 酵母 用 光 培 养 基 中 的 葡萄 糖 时 ， 
它们 的 基因 表达 模式 发 生 标志 性 的 变化 : 接近 900 种 基因 更 加 活跃 地 进行 转录 ， 而 其 他 1200 
种 活性 降低 。 这 些 基因 中 ， 有 大 约 一 半 还 不 知道 它们 的 功能 ， 尽 管 研究 表明 它们 在 某 种 程度 
上 和 酵母 从 发 酵 到 呼吸 转变 的 过 程 中 的 代谢 改变 有 关 。 

基因 表达 的 全 面 研究 也 对 基因 功能 预测 提供 了 有 用 的 信息 。 前 面 讨 论 的 如 何 鉴定 一 个 蛋 
白质 的 相互 作用 伙伴 ， 可 以 带 来 蛋白 质 功能 的 线索 。 类 似 的 原理 对 基因 也 适用 : 有 关 基 因 功 
能 的 信息 可 以 从 和 它 具 有 相同 表达 模式 的 基因 中 推断 出 来 。 利 用 一 种 叫做 群 分 析 的 技术 ， 可 
以 鉴定 协同 调节 的 基因 系列 。 在 不 同 条 件 下 一 起 开启 和 关闭 的 基因 群 可 能 在 细胞 中 一 起 工作 : 
它们 可 能 编码 同一 多 蛋白 质 机 器 的 零件 蛋白 质 ， 或 者 与 一 个 复杂 的 协同 作用 Can DNA 复制 
或 RNA 剪接 ) 相关 的 蛋白 质 。 用 具有 相同 转录 行为 的 已 知 基因 将 未 知 基因 进行 分 类 ， 来 鉴 
定 未 知 基因 的 功能 ， 有 的 时 候 也 被 称 为 “牵连 犯罪 。 群 分 析 已 被 用 于 分 析 许多 有 趣 的 生物 过 
程 下 基因 表达 的 轮廓 ， 包 括 人 类 的 伤口 愈合 (A 8-63) 。 


伤口 愈合 基因 细胞 周期 基因 胆固醇 生物 合成 基因 


图 8-63 利用 群 分 析 鉴定 协同 调节 的 基因 系列 
属于 同一 群 的 基因 可 能 与 共同 的 细胞 通路 或 进程 相关 。 为 了 进行 群 分 析 ， 要 从 暴露 在 各 种 不 同 条 件 下 的 细胞 样品 中 获得 
芯片 数据 ， 并 将 表现 出 表达 模式 协同 变化 的 基因 群 放 到 一 起 。 在 这 一 实验 中 ， 人 类 纤维 原 细胞 离开 血清 48h， 然 后 在 零 
时 刻 向 培养 物 中 加 入 血清 ， 并 在 不 同 的 时 间 点 上 收集 细胞 做 芯片 分 析 。 在 -进行 分 析 的 8600 个 基因 中 ， 只 有 超过 
300 个 对 重新 加 入 血清 表现 了 3 售 或 更 大 的 基因 表达 模式 变化 。 这 里 ， 红 色 指示 表达 的 增加 ， 绿 色 指示 表达 的 减少 ,在 
许多 实验 的 基础 上 ，8600 个 基因 按 相似 的 表达 模式 分 成 群 。 这 一 分 析 的 结果 表明 ， 伤 口 愈合 的 相关 基因 响应 血清 
而 开启 ， 而 与 细胞 周期 调节 相关 的 基因 和 胆固醇 生物 合成 的 基因 被 关闭 (摘自 M. B. Eisen et al. , Proc. Natl. Acad. 
Sci, USA 95; 14863~14868, 1998) 


目标 突变 可 以 揭示 基因 功能 

尽管 要 在 繁殖 迅速 的 生物 体 中 获得 某 一 特异 过 程 (如 DNA 复制 和 眼睛 发 育 ) 的 突变 并 
非 难事 ， 但 是 要 追踪 这 一 突变 到 某 一 个 特异 改变 的 蛋白 质 是 需要 花费 很 长 时 间 的 。 最 近 ， 重 
组 DNA 技术 和 基因 组 测序 的 暴 增 使 得 一 种 不 同 的 遗传 学 研究 方法 成 为 可 能 。 可 以 从 一 个 特 
定 的 基因 人手， 在 基因 内 部 进行 突变 产生 突变 的 细胞 或 生物 体 来 分 析 基因 的 功能 ， 而 不 是 开 
始 于 一 个 随机 产生 的 突变 并 利用 它 来 鉴定 基因 和 相应 的 蛋白 质 。 由 于 这 种 新 方法 是 从 基因 和 
蛋白 质 到 突变 体 ， 颠 倒 了 遗传 学 发 现 的 传统 方向 ， 这 种 方法 也 被 称 为 反 向 遗传 学 。 

反 向 遗传 学 从 一 个 克隆 的 基因 ， 或 从 细胞 中 分 离 出 来 的 具有 有 趣 特性 的 蛋白 质 ， 或 简单 
的 基因 组 序列 人 手 。 如 果 起 点 是 一 个 蛋白 质 ， 首 先 要 鉴定 编码 它 的 基因 ， 然 后 如 果 有 必要 的 
话 ， 测 定 其 核 苷 酸 序 列 。 在 体外 改变 这 段 基因 序列 产生 一 个 突变 版 本 。 这 段 改造 的 突变 基因 
和 一 段 合适 的 调节 区 域 一 起 转 人 细胞 中 ， 它 在 细胞 内 整合 到 一 条 染色 体 上 ， 永 远 成 为 细胞 基 
因 组 的 一 部 分 。 所 有 改造 的 细胞 的 后 代 都 会 含有 突变 基因 。 

如 果 用 于 基因 转化 的 原始 细胞 是 受精 卵 ， 如 果 突 变 不 是 致死 性 的 ， 就 可 以 获得 含有 突变 
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基因 的 完整 多 细胞 生物 体 。 在 某 些 这 种 动物 中 ， 改 变 的 基因 会 混合 到 生殖 细胞 中 ， 产 生生 殖 
细胞 突变 ， 使 得 突变 基因 传 到 后 代 。 

这 种 遗传 学 改造 现在 已 经 程序 化 地 用 于 像 果 蝇 和 哺乳 动物 一 样 复杂 的 生物 体 上 。 从 技术 
上 讲 ， 甚 至 人 类 也 可 以 通过 这 种 方法 进行 改造 ， 然 而 目前 即使 以 治疗 为 目的 也 没有 施行 这 种 
程序 ， 因 为 人 们 担心 在 这 种 个 体 中 会 发 生 不 可 预料 的 异常 变化 。 

在 本 章 的 前 面部 分 我 们 讨论 过 其 他 用 于 发 现 基因 功能 的 方法 ， 包 括 在 其 他 生物 体 中 搜索 
同 源 基因 和 测定 基因 何 时 何 地 表达 。 这 类 信息 对 于 提示 在 突变 的 生物 体 中 寻找 哪些 类 型 的 突 
变 特别 有 用 。 例 如 ， 一 个 只 在 成 体 肝脏 中 表达 的 基因 ， 可 能 与 降解 毒素 有 关 ， 但 不 太 可 能 影 
响 眼睛 的 发 育 。 所 有 的 这 些 方法 都 可 以 用 于 研究 单个 基因 或 试 着 对 生物 体 每 个 基因 的 功能 进 
行 大 范围 的 分 析 (一 个 处 于 萌芽 阶段 的 领域 一 一 功能 基因 组 学 )。 


可 以 按照 要 求 产生 含有 突变 基因 的 细胞 和 动物 


我 们 已 经 知道 搜索 同 源 基 因 和 分 析 基因 表达 模式 可 以 提供 关于 基因 功能 的 线索 ， 但 是 
它们 不 能 揭示 一 个 基因 到 底 在 细胞 内 做 什么 。 遗 传 学 提供 了 一 种 有 用 的 方法 来 解决 这 一 问 
题 ， 因 为 缺少 某 一 特殊 基因 的 突变 体 可 以 快速 揭示 基因 编码 的 蛋白 质 的 功能 。 遗 传 工程 可 
以 特异 地 产生 这 些 基因 的 敲 除 突变 ， 下 面 我 们 将 要 看 到 。 此 外 ， 还 可 以 产生 在 异常 高 的 水 
平 上 表达 基因 (过 表达 )、 在 错误 的 组 织 或 错误 的 时 间 表 达 基 因 〈 错 表达 )， 或 者 以 微小 改 
变 而 产生 显 性 表 型 的 方式 表达 基因 的 突变 体 。 为 了 促进 这 种 基因 功能 研究 ， 可 以 通过 改造 
基因 的 编码 序列 和 调节 区 域 来 改变 蛋白 质 产物 的 功能 特性 、 蛋 白质 的 产量 ， 或 产生 蛋白 质 
的 细胞 类 型 。 

可 以 通过 各 种 方法 将 改造 的 基因 导入 细胞 ， 一 些 方法 将 在 第 9 章 详细 叙述 。DNA 可 以 用 
玻璃 的 微量 移 液 器 微 注射 进入 哺乳 动物 细胞 ， 或 者 通过 已 经 改造 好 可 以 携带 外 源 基因 的 病毒 
导入 细胞 。 在 植物 细胞 中 ， 基 因 常 常 通过 一 种 叫做 粒子 友 击 的 技术 导入 细胞 ,将 DNA 样品 
涂 到 小 的 金 粒 上 ， 然 后 用 特制 的 枪 逐 个 精确 地 射击 ， 穿 透 细 胞 壁 。 电 穿孔 是 用 于 介 导 DNA 
进入 细菌 或 其 他 细胞 的 方法 。 在 这 种 技术 中 ， 一 个 短暂 的 电击 使 得 细胞 膜 具 有 短暂 的 通 透 性 ， 
允许 外 源 的 DNA 进入 细胞 质 。 

现在 我 们 就 来 看 一 下 对 这 些 突变 细胞 和 生物 体 的 研究 如 何 解 释 各 种 生物 学 通路 。 


在 细菌 和 一 些 低 等 真 核 生物 中 细胞 中 的 正常 基因 可 以 直接 被 改造 的 突 
变 基因 代替 

与 高 等 真 核 生 物 〈 多 细胞 的 二 倍 体 ) 不 同 ， 细 菌 、 酵 母 和 黏 菌 一 般 以 单 倍 体 的 单 细 胞 形 
式 存在 。 在 这 些 生 物体 中 ， 一 个 含有 突变 基因 的 人 工 导 和 的 DNA 分 子 ， 可 以 通过 同 源 重组 ， 
以 相对 高 的 频率 来 替代 单 拷贝 的 正常 基因 ， 因 此 可 以 很 容易 地 产生 由 突变 基因 代替 了 正常 基 
因 的 细胞 [图 8-64(A)]。 通 过 这 种 方法 ， 可 以 按照 要 求 制造 细胞 ， 产 生 任 何 特异 蛋白 质 或 
RNA 分 子 代替 正常 形式 的 分 子 。 如 果 突 变 基因 是 完全 失 活 的 ， 而 且 正常 基因 产物 具有 至 关 紧 
要 的 功能 ， 细 胞 就 会 死 掉 ， 但 是 在 这 种 情况 下 ， 可 以 用 不 严重 突变 的 基因 形式 来 代替 正常 基 
因 ， 所 以 突变 细胞 可 以 存活 下 来 而 需要 这 种 基因 的 进程 是 异常 的 。 一 般 选 择 的 突变 体 是 可 以 
产生 温度 敏感 基因 产物 的 个 体 ， 它 的 这 种 基因 产物 在 某 一 温度 下 可 以 正常 发 挥 功能 ， 但 当 细 
胞 转移 到 高 一 点 儿 或 低 一 点 儿 的 温度 下 就 会 失 活 。 

低 等 真 核 生 物 的 这 种 能 够 直接 进行 基因 替代 的 能 力 ， 结 合 在 这 些 单 倍 体 生物 体 中 的 强 有 


力 的 标准 遗传 分 析 方 法 ， 可 以 大 体 解 释 在 这 类 细胞 中 的 研究 为 什么 会 对 了 解 真 核 生物 中 普遍 
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正常 基因 X 
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(A) 基 因 符 代 (BERRE (OC) 基因 添加 
+ 
an eee ‘cima 
+ + + 
只 有 突变 基因 不 存在 有 活性 两 种 基因 都 
的 活性 的 基因 有 活性 


图 8-64 BACK, SARRABAAM 
在 遗传 改造 的 生物 中 ， 可 以 通过 许多 方法 改变 一 个 正常 基因 。(A) 正常 基因 (绿色 ) 可 以 完全 被 基因 的 突变 
拷贝 (红色) 所 代替 ， 这 一 过 程 叫做 基因 替代 .这 种 方法 提供 了 不 被 正常 基因 干扰 的 突变 基因 活性 的 信息 ， 
因此 就 可 以 测定 小 而 精细 的 突变 的 影响 。(B) 正常 基因 可 以 被 完全 失 活 ， 如 在 其 中 制造 一 大 段 缺失 ， 这 叫做 
HAR. (O 一 个 突变 基因 可 以 简单 地 添加 到 基因 组 上 。 在 某 些 生物 体 中 ， 这 是 最 简单 的 一 类 遗传 学 改造 . 
当 引 入 的 突变 基因 使 正常 基因 的 功能 失效 时 ， 这 种 方法 可 以 提供 有 用 的 信息 


存在 进程 的 细节 是 如 此 的 重要 。 接 下 来 我 们 将 要 看 到 ， 基 因 替 代 是 可 能 的 ， 但 是 在 真 核 生 物 
中 更 加 困难 ， 由 于 某 些 未 完全 理解 的 原因 。 


改造 的 基因 可 以 用 来 在 二 倍 体 生物 中 产生 特殊 的 显 性 失 活 突变 


高 等 真 核 生物 是 二 倍 体 的 ， 如 哺乳 动物 、 果 蝇 、 线 虫 ， 因 此 每 个 染色 体 有 两 个 拷贝 。 并 
且 被 改造 过 的 基因 的 转 染 一 般 导致 基因 添加 而 非 基 因 替 代 : 被 改造 的 基因 随机 插入 基因 组 中 ， 
因此 细胞 〈 或 生物 体 ) 含有 突变 基因 和 正常 基因 拷贝 。 

由 于 在 高 等 真 核 生 物 中 进行 基因 添加 要 比 基 因 替 代 容 易 得 多 ， 产 生 显 性 失 活 突变 就 很 
有 用 了 ， 这 种 突变 基因 可 以 在 细胞 中 消除 其 相应 的 正常 基因 的 活性 。 一 种 巧妙 的 方法 利用 
了 两 条 互补 核酸 链 的 杂交 反应 特异 性 。 通 常 地 ， 双 螺旋 上 特定 部 分 的 两 条 DNA 链 中 只 有 一 
条 可 以 被 转录 成 RNA， 而 且 常 常 是 特定 基因 的 同一 条 链 (图 6-14)。 如 果 一 个 克隆 的 基因 
被 改造 了 ， 使 得 与 它 相反 的 DNA 链 代 替 它 被 转录 ， 就 会 产生 与 正常 RNA 转录 物 序列 互补 
的 反 义 RNA 分 子 。 当 这 种 反 义 RNA 大 量 合成 时 ， 就 会 与 正常 基因 产生 的 “正义 ”RNA 杂 
交 ， 从 而 抑制 相应 蛋白 质 的 合成 (图 8-65) 。 相 似 的 方法 包括 化 学 或 酶 促 合 成 短 的 反 义 核 酸 
分 子 ， 然 后 将 它们 注射 人 (或 用 其 他 方法 送 入 ) 细胞 ， 阻 断 〈 尽 管 只 是 暂时 的 ) 相应 蛋白 
质 的 产生 。 为 了 避免 注入 的 核酸 降解 ， 用 一 种 叫 吗 啉 基 RNA 的 稳定 的 RNA 类 似 物 ， 来 代 
替 普 通 RNA. 

当 研 究 人 员 继 续 探究 反 义 RNA 策略 时 ， 他 们 有 一 个 有 趣 的 发 现 : 一 条 反 义 RNA 链 能 阻 
断 基因 表达 ， 但 是 包含 目标 基因 的 正义 链 和 反 义 链 的 双 链 RNA， 能 够 更 有 效 地 抑制 目标 基因 
的 活性 (图 7-107)。 这 种 现象 叫做 链 RNA 干扰 (RNAi) ， 现 在 已 经 用 于 在 一 些 生 物体 中 检 
查 基因 的 功能 。 

RNAi 技 术 已 经 广泛 用 于 在 线虫 中 研究 基因 的 功能 。 当 研究 对 象 为 线虫 时 ， 导 人 双 链 
RNA 是 非常 简单 的 ，RNA 可 以 直接 注射 人 动物 的 肠 内 ， 或 者 用 表达 目标 基因 双 链 RNA 的 
大 肠 杆 菌 喂食 线虫 [图 8-66(A)]。 这 种 RNA 可 以 散布 到 线虫 身体 的 全 部 ， 在 不 同 的 组 织 中 
抑制 目标 基因 的 表达 。 进 一 步 来 说 ， 就 像 在 图 7-107 中 解释 的 那样 ， 干 扰 可 以 高 频率 地 遗传 
给 被 注射 动物 的 后 代 。 由 于 线虫 的 全 基因 组 已 经 经 过 测序 ， 利 用 RNAI 可 以 用 来 指派 所 有 线 
虫 基因 的 功能 。 在 一 个 研究 中 ,研究 人 员 们 可 以 抑制 线虫 3 号 染色 体 上 大 约 2300 种 预测 基因 
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ADDITION 基因 X 改 造 用 于 产生 反 义 RNA 


ae 
RNA 双 链 


mRNA/RNA 双 螺旋 的 形成 阻止 了 正常 基因 X 的 
蛋白 质 产物 的 合成 
图 8-65 产生 显 性 失 活 突变 的 反 义 RNA 策略 
与 正常 基因 X 产生 的 序列 互补 、 用 于 产生 反 义 RNA 的 改造 基因 ， 可 以 导致 细胞 内 产生 双 链 RNA。 如 果 
产生 了 过 量 的 反 义 RNA， 它 就 可 以 与 基因 X 产生 的 正常 RNA 中 的 大 多 数 杂交 并 使 之 失 活 。 尽 管 将 来 用 
这 种 方法 可 能 会 使 任何 基因 失 活 ， 但 目前 这 一 技术 似乎 只 对 某 些 基因 管用 ， 其 他 的 则 不 行 


的 96%。 用 这 种 方法 ， 他 们 鉴定 了 与 线虫 胚胎 的 细胞 分 列 有 关 的 133 种 基因 [图 8-66(C)]。 
在 这 些 基因 当中 只 有 11 个 以 前 通过 实验 确定 了 其 功能 。 


(A) 


20pm 


图 8-66 RNA 干扰 引起 的 显 性 失 活 突 变 
CA) 双 链 RNA (dsRNA) 可 以 通过 以 下 方法 导 人 线虫 , 四 用 表达 目标 基因 双 链 RNA 的 大 肠 杆 菌 喂食 线虫 ，@ 直 接 
向 肠 中 注 人 双 链 RNA. (B) 野生 型 线虫 胚胎 - (O 用 RNAI 失 活 与 细胞 分 裂 相 关 的 一 个 基因 的 线虫 胚胎 。 胚 胎 表现 
出 未 融合 的 卵 和 精子 的 细胞 核 的 异常 迁移 CCB) 和 CC) 摘自 P. Gonczy et al., Nature 408; 331~336, 2000] 


由 于 某 些 不 知道 的 原因 ，RNA 干扰 不 能 有 效 失 活 所 有 基因 ， 而 且 有 的 时 候 干扰 能 抑制 目 
标 基 因 在 一 个 组 织 的 活性 ， 却 无 法 在 另 一 个 组 织 中 抑制 其 活性 。 另 一 个 可 用 来 产生 显 性 失 活 
突变 的 方法 利用 了 这 样 一 个 事实 ， 即 大 多 数 蛋 白质 作为 一 个 大 的 蛋白 质 复合 体 的 一 部 分 来 发 
挥 功能 。 通 常 只 要 包含 一 个 无 功能 的 组 分 ， 这些 复合 体 就 会 被 失 活 。 因 此 ， 通 过 设计 一 个 可 
以 产生 大 量 的 无 活性 却 能 组 装 到 复合 体 中 的 突变 蛋白 质 的 基因 ， 就 可 能 产生 一 种 尽管 存在 正 
常 蛋 白质 却 使 所 有 复合 体 都 失 活 的 细胞 (图 8-67)。 
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有 活性 无 活性 无 活性 


图 8-67 一 种 蛋白 质 的 显 性 失 活 效应 
在 这 里 ， 一 个 基因 经 过 改造 ， 可 以 产生 大 量 突变 蛋白 质 ， 这 种 突变 蛋白 质 可 以 阻止 正常 拷贝 的 同 种 
蛋白 质 行使 功能 。 在 这 个 简单 的 例子 中 ， 正 常 蛋白 质 必 须 形成 一 个 多 亚 基 的 复合 物 才 有 活性 ， 突 变 
蛋白 质 通过 与 正常 蛋白 质 形成 无 活性 的 混合 复合 物 来 阻 断 其 功能 。 通 过 这 种 方法 ， 在 基因 组 任何 位 
置 的 一 个 单 拷贝 的 突变 基因 ， 可 以 失 活 其 他 基因 拷贝 产生 的 正常 产物 


如 果 一 个 蛋白 质 是 细胞 (或 生物 体 ) 生 存 所 需 的 ， 一 个 显 性 失 活 突变 体会 死 掉 ， 就 不 能 
检测 蛋白 质 的 功能 。 为 了 避免 这 一 问题 ， 可 以 将 突变 基因 与 改造 的 控制 基因 结合 ， 这 种 控制 
基因 只 能 在 命令 时 产生 基因 产物 ， 如 对 温度 的 升 高 或 某 一 特异 信号 分 子 的 存在 产生 反应 。 含 
有 这 种 由 可 诱导 启动 子 控制 的 显 性 突变 基因 的 细胞 或 生物 体 可 以 使 特定 的 蛋白 质 在 特定 的 时 
间 失 活 ， 然 后 追踪 这 一 变化 产生 的 影响 。 可 诱导 的 启动 子 也 可 以 使 特定 组 织 中 的 基因 开启 或 
关闭 ， 用 来 检测 突变 基因 在 生物 体 某 一 部 分 的 效应 。 将 来 ， 产 生 显 性 失 活 突变 来 使 特定 基因 
失 活 的 技术 ， 可 能 广泛 用 于 测定 高 等 生物 的 蛋白 质 功能 。 


功能 获得 突变 可 为 基因 在 细胞 或 生物 体 中 发 挥 的 功能 提供 线索 


细胞 可 以 通过 改造 表达 显 性 失 活 的 蛋白 质 ， 产 生 功能 丧失 的 表 型 ， 用 同样 的 方法 改造 细 
胞 ， 通 过 功能 获得 突变 也 可 以 使 它们 表现 一 种 异常 的 表 
型 。 这 种 突变 可 能 赋予 某 一 特定 蛋白 质 一 个 新 的 活性 ， 
或 者 引起 动物 中 正常 活性 的 蛋白 质 在 不 合适 的 时 间或 错 
误 的 组 织 表达 。 不 管 是 通过 什么 机 制 ， 功 能 获得 突变 可 
以 在 细胞 、 组 织 、 生 物体 中 产生 新 的 表 型 。 

功能 获得 突变 一 般 是 通过 在 细胞 中 过 高 的 表达 一 个 
基因 而 产生 的 。 实 现 这 种 过 表达 可 以 通过 以 下 方法 : 将 
基因 与 强 启动 子 序列 结合 后 放 在 多 拷贝 的 质粒 中 ， 将 基 
因 整 合 人 基因 组 的 多 拷贝 区 。 在 每 种 情况 下 ， 基 因 都 存 
在 许多 拷贝 ， 而 且 每 一 拷贝 都 会 指导 产生 大 量 mRNA 
分 子 。 尽 管 必须 小 心地 解释 这 种 过 表达 对 生物 栖 表 型 的 
影响 ,但 这 种 方法 提供 了 对 许多 基因 活性 的 宝贵 认识 。 
另 一 种 功能 获得 突变 中 ， 突 变 蛋 白质 有 正常 的 产量 , 但 
是 活性 远大 于 正常 蛋白 质 。 这 种 蛋白 质 常常 在 肿瘤 中 发 ”图 8-68 ”影响 爪 里 早期 胚胎 体 轴 发 育 
A. 它们 已 经 被 用 于 研究 细胞 中 的 信号 转 导 途径 (讨论 的 信号 蛋白 Wot 的 异常 表达 
见 第 15 章 )。 在 这 一 实验 中 ,将 编码 Wnt 的 mRNA 注射 人 

基因 也 可 以 在 错误 的 时 间或 者 生物 体 中 错误 的 地 点 BO, AIE TAME (摘自 
被 表达 ， 经 常 产 生 惊人 的 结果 (8-68). 这 种 错误 表 S Sokol et al. , Cell 67; 741~752, 1992) 
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达 通 常 是 由 基因 自身 的 重 改造 产生 的 ， 这 种 重 改 造 为 改变 它们 的 表达 提供 了 需要 的 调节 序列 。 


可 以 重新 设计 基因 来 产生 有 任何 想 要 序列 的 蛋白 质 


研究 基因 及 其 编码 蛋白 质 的 作用 时 ， 并 不 总 是 希望 进行 诸如 使 细胞 中 充满 大 量 的 高 活性 的 
蛋白 质 ， 或 者 将 一 个 基因 的 产物 完全 除 掉 等 大 的 改变 。 有 时 候 ， 稍 稍 改变 蛋白 质 结 构 是 很 有 用 
的 ， 这 样 可 以 仔细 研究 蛋白 质 的 哪 一 部 分 对 功能 是 重要 的 。 例 如 ， 可 以 通过 改变 活性 位 点 的 一 
个 氨基 酸 来 研究 酶 的 活性 。 如 此 精细 的 改变 基因 和 其 蛋白 质 产物 ， 需 要 特殊 的 技术 。 第 一 步 通 
常 是 化 学 合成 短 DNA 分 子 ， 这 个 分 子 含有 部 分 改变 的 想 要 基因 的 核 背 酸 序 列 。 合 成 的 DNA SE 
AEM, ERY DNA 链 非 完全 配对 的 条 件 下 ， 与 含有 待 改造 的 DNA 序列 的 单 链 质 粒 DNA 杂 
ZE (图 8-69)。 合 成 的 寡 核 苷 酸 可 以 作为 引物 ， 通 过 DNA 聚合 酶 进行 DNA 合成 ， 从 而 产生 在 一 
条 链 上 具有 已 改造 序列 的 DNA 双 螺 旋 。 转 染 之 后 ， 就 可 以 得 到 带 有 完全 改造 的 基因 序列 的 质 
粒 。 然 后 这 种 正确 的 DNA 就 可 以 插 人 到 表达 载体 中 ， 在 合适 的 细胞 中 表达 重新 设计 的 蛋白 质 ， 
用 于 研究 其 功能 。 通 过 这 种 方法 改变 蛋白 质 中 选 定 的 氨基 酸 ， 即 定点 诱 变 ， 可 以 准确 地 测定 多 
上 肽 链 的 哪些 部 分 对 诸如 蛋白 质 折合、 与 其 他 蛋白 质 的 相互 作用 和 酶 催化 等 过 程 是 重要 的 。 


改造 的 基因 可 以 很 容易 地 插入 许多 动物 的 生殖 系 


当 改 造 一 个 生物 体 使 其 表达 变异 基因 的 时 候 ， 理 想 的 状况 是 能 够 用 变异 的 基因 来 替代 正 
常 基因 ， 以 便 在 没有 正常 蛋白 质 存 在 的 情况 下 分 析 突 变 蛋 白质 的 功能 。 像 前 面 所 讨论 的 ， 这 
一 过 程 可 以 在 一 些 单 倍 体 的 单 细胞 生物 中 很 容易 的 完成 。 我 们 将 要 在 下 面 的 部 分 看 到 ， 已 经 
发 展 出 了 更 加 复杂 的 流程 ， 在 小 鼠 中 产生 这 种 类 型 的 基因 替代 。 但 是 ， 外 源 DNA 可 以 非常 
简单 地 随机 整合 到 许多 动物 基因 组 中 。 例 如 ， 在 哺乳 动物 中 ， 导 入 细胞 的 线性 DNA 片段 会 
通过 细胞 内 的 酶 进行 快速 的 末端 对 末端 连接 ， 形 成 长 的 串联 排列 ， 这 种 阵列 通常 在 明显 的 随 
机 位 点 整合 人 染色 体 。 哺 乳 动物 受精 卵 在 这 一 方面 的 表现 和 其 他 哺乳 动物 细胞 一 样 。 注 射 了 
200 个 线性 DNA 分 子 拷贝 的 小 鼠 卵 细胞 常常 发 展 成 在 很 多 细胞 中 含有 注射 基因 的 小 鼠 ， 这 些 
注射 基因 的 拷贝 形成 串联 排列 整合 到 某 一 染色 体 的 一 个 随机 位 点 。 如 果 更 改 的 染色 体 出 现在 
生殖 细胞 系 中 卵细胞 或 精子 )， 小 鼠 就 会 将 这 些 外 源 基因 传 给 子 代 。 

通过 基因 插 人 、 基 因 删 除 或 基因 替代 而 永久 性 改变 的 生物 称 为 转基因 生物 ， 任 何 添加 的 
外 源 或 改造 基因 叫做 转基因 。 当 正常 基因 仍然 存在 时 ， 只 有 显 性 的 改变 会 在 表 型 分 析 中 表现 
出 来 。 尽 管 如 此 ， 具 有 插入 基因 的 转基因 动物 为 认识 哺乳 动物 基因 如 何 调节 和 某 些 特异 变化 
的 基因 ( 癌 基 因 ) 如 何 引 起 癌症 提供 了 重要 依据 。 

产生 转基因 果 蜗 也 是 可 能 的 ， 在 这 种 果 蝇 中 ， 某 一 基因 的 单 拷贝 随机 插入 到 果 蝇 基因 组 
中 。 在 这 种 情况 下 ，DNA 片段 首先 要 插 人 到 果 蝇 转 座 子 P 因子 的 两 个 未 端 序列 之 间 。 在 P 
因子 转 座 酶 存在 时 ， 末 端 序列 使 得 P 因子 可 以 整合 到 果 蝇 染色 体 中 。 为 了 得 到 转基因 果 蝇 ， 
适当 改造 的 DNA 片段 和 含有 转 座 酶 基因 的 独立 质粒 一 起 ， 注 入 到 极 早 期 的 果 蝇 胚胎 中 。 这 
一 过 程 完 成 后 ， 注 人 的 基因 在 转 座 之 后 ， 常 常 以 单 拷贝 的 方式 进入 生殖 系 。 


基因 打 计 可 以 产生 缺失 特异 基因 的 转基因 小 鼠 


如 果 一 个 带 有 突变 小 鼠 基因 的 DNA 分 子 转 入 小 鼠 细 胞 中 ， 它 通常 随机 地 插入 染色 体 ， 
但 是 大 概 在 1000 次 里 面 有 一 次 它 会 通过 同 源 重组 代替 两 个 拷贝 的 正常 基因 中 的 一 个 。 通 过 研 
究 这 些 罕见 的 “基因 打靶 ”现象 ， 小 鼠 中 的 任何 特异 的 基因 都 可 以 通过 直接 的 基因 替代 来 改 
变 或 失 活 。 如 果 是 将 感 兴趣 的 基因 失 活 ， 产 生 的 动物 就 叫做 “ 敲 除 ” 小 鼠 。 
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(A) 质粒 克隆 载体 插入 的 正常 基因 


ou} 
SY 


链 分 开 Vom. 一 GCC 一 


(B) mm CTS; 
COC 


m 


DNAR A BERIDNATE HKN 
| 完成 链 的 复制 


© 


ee 


导入 细胞 后 进行 复制 ， 在 子 代 细胞 中 发 生 分 离 
ran 


图 8-69 在 定点 诱 变 方法 中 ， 利 用 合成 的 寡 核 苷 酸 来 改变 基因 的 蛋白 质 编码 区 
(A) 含有 插入 基因 的 重组 质粒 被 分 成 两 条 DNA 链 。 在 低 于 DNA 完全 杂交 的 条 件 下 ， 向 DNA 单 链 中 加 和 合成 的 
DNA 寡 核 苷 酸 引 物 ， 这 一 引物 符合 基因 序列 的 一 部 分 但 是 在 预定 位 点 改变 了 一 个 核 苷 酸 。(B) 引物 与 DNA 杂 
X, 形成 有 一 个 核 苷 酸 错 配 的 核酸 对 。(C) 重组 质粒 在 体外 从 引物 开始 进行 DNA 合成 形成 双 链 。 由 连接 酶 封口 。 
(D) 双 链 DNA 导入 细胞 ， 进 行 复制 。 用 一 条 链 作为 模板 的 复制 产生 了 一 个 正常 的 DNA 分 子 ， 但 是 利用 另 一 条 
链 (含有 引物 ) 作为 模板 的 复制 产生 了 带 有 想 要 的 突变 的 DNA 分 子 。 只 有 一 半 的 子 代 含 有 一 个 带 有 想 要 的 突变 
基因 的 质粒 。 但 是 含有 突变 基因 的 子 代 细 胞 可 以 从 其 他 细胞 中 鉴定 、 分 离 出 来 ， 培 养 产生 带 有 突变 基因 的 纯 细胞 
系 。 这 里 只 显示 了 可 以 改造 的 许多 变化 中 的 一 种 。 利 用 合适 序列 的 寒 核 背 酸 ， 可 以 一 次 进行 多 于 一 个 的 氨基 酸 替 
代 ， 或 者 插 人 或 删除 一 个 或 多 个 氨基 酸 。 尽 管 没 有 在 这 个 图 中 表示 出 来 ， 也 可 以 利用 合适 的 寡 核 苷 酸 和 PCR ( 代 
符 质粒 复制 ) 扩 增 突变 基因 ， 来 产生 定点 突变 


这 一 技术 的 流程 是 这 样 的 : 第 一 步 ， 一 个 含有 想 要 的 突变 基因 DNA 片段 (或 设计 的 用 
来 打 断 目标 基因 的 DNA 片段 ) 插 入 到 载体 中 ， 然 后 导入 从 小 鼠 干 细胞 衍生 出 的 特异 胚胎 细 
胞 系 ， 即 胚胎 干细胞 或 ES 细胞 ， 这 种 细胞 可 以 在 细胞 培养 物 中 生长 而 且 能 够 产生 许多 不 同 
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(A) 在 组 织 培养 物 中 生长 的 ES 细胞 四 BEDR 


® AG] 
LESS 


im 交配 后 等 待 3 天 
~ 一 
通过 遗传 工 各 组建 | 
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一 个 拷贝 的 罕见 克隆 


De 早期 胚胎 导入 假 孕 的 小 区 
突变 基因 替代 了 目标 基因 的 
-个 拷贝 的 ES 细胞 


E 
Km 入 的 
> 


ME, FR ETE 
来 检测 生殖 细胞 系 中 的 基因 


图 8-70 用 于 在 小 鼠 中 产生 基因 蔡 代 的 流程 总 结 
CAD 基因 的 改造 版 本 导 人 培养 的 ES 细胞 〈 胚 胎 干细胞 ) 。 只 有 很 罕见 的 ES 细胞 会 通过 同 源 重组 将 相应 的 正常 基因 符 
代为 改造 的 基因 。 尽管 这 一 流程 通常 是 费力 的 ， 这 些 罕见 的 细胞 可 以 被 鉴定 并 培养 产生 许多 后 代 ， 每 个 后 代 都 带 有 在 
两 个 相应 正常 基因 的 位 点 之 一 上 的 改造 基因 。(B) 改造 的 ES 细胞 注入 很 早期 的 小 鼠 胚 胎 ， 这 些 细胞 与 生长 的 胚胎 混 
合 ， 通 过 这 种 胚胎 产生 的 小 鼠 会 含有 一 些 携带 改造 基因 的 体 细胞 〈 用 橙色 表示 )。 一 些小 鼠 还 会 含有 携带 改造 基因 的 
生殖 细胞 系 。 当 与 正常 小 鼠 交配 时 ， 这 些小 鼠 的 一 些 后 代 会 在 所 有 的 细胞 中 带 有 改造 基因 。 如 果 接 者 用 这 种 小 鼠 交 配 
《没有 在 图 中 表示 )， 一 些 后 代 会 在 所 有 细胞 中 都 含有 两 个 改造 的 基因 (一 条 染色 体 上 各 一 个 )。 
如 果 最 初 的 基因 改造 使 得 基因 功能 完全 失 活 ， 这 些小 鼠 就 是 项 除 小 鼠 。 如果 这 些小 鼠 缺 失 的 基因 在 发 育 中 具有 功能 ， 
它们 通常 会 因为 特异 的 缺陷 在 成 年 之 前 死 掉 。 仔细 分 析 这 些 缺陷 可 以 帮助 解释 缺失 基因 的 正常 功能 
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组 织 类 型 的 细胞 。 细 胞 增殖 一 段 时 间 后 ， 分 离 出 可 能 通过 同 源 重组 发 生 了 基因 替代 的 罕见 细 
胞 克隆 。 从 中 得 到 的 正确 克隆 通过 PCR 或 者 Southern 印迹 来 鉴定 : 它们 含有 重组 DNA 序 
SN, 其 上 的 插入 片段 已 经 葵 代 了 正常 基因 的 一 个 拷贝 的 全 部 或 部 分 。 第 二 步 ， 用 微量 吸 量 管 
吸取 已 鉴定 克隆 中 的 个 体 细胞 ， 并 将 其 注入 早期 的 小 鼠 胚 胎 。 转 染 的 胚胎 干细胞 与 宿主 胚胎 
的 细胞 一 同 产生 外 观 正常 的 小 鼠 ; 这 种 动物 的 大 部 分 ， 在 有 利 的 情况 下 包括 生殖 细胞 系 ， 通 
常 来自 人 工 改造 的 干细胞 (PA 8-70). 

在 生殖 细胞 系 中 含有 转基因 的 小 鼠 交配 后 产生 一 个 肉 性 动物 和 一 个 雄性 动物 ， 它 们 每 个 
都 是 基因 替代 的 杂 合子 〈 也 就 是 说 ， 它 们 具有 一 个 拷贝 的 正常 基因 和 一 个 拷贝 的 突变 基因 ) 。 
当 接 下 来 用 这 两 个 小 鼠 进行 交配 时 ， 它 们 的 子 代 有 1/4 
会 是 改造 基因 的 纯 合 子 。 研 究 这些 纯 合子 可 以 检查 在 
相应 正常 基因 不 存在 时 改造 基因 的 功能 或 者 说 是 消除 
一 个 基因 活性 产生 的 效应 。 

制备 已 知 正常 基因 缺失 的 转基因 小 鼠 是 一 个 很 大 
的 突破 ， 这 种 技术 已 经 用 于 仔细 研究 大 量 的 哺乳 动物 
的 基因 功能 〈 图 8-71)。 相 关 的 技术 可 用 于 产生 条 件 突 
变 体 ， 可 以 在 特异 组 织 和 发 育 过 程 中 的 特定 时 间 来 破 。 图 8-71 ANEAN KET 
坏 选 定 基因 。 这 种 策略 利用 了 位 点 特异 的 重组 系统 ， 5 (FGFS) MAE 
在 特殊 位 置 或 特殊 时 间 切 除 并 失 活 目标 基因 。 这 种 重 FOR ERE RARE T. IERA Fors 
组 系统 最 常见 的 叫做 Cre/lox， 广 泛 用 于 小 鼠 和 植物 中 (左边) 要 长 。 已 经 产生 了 具有 和 人 类 各 种 病 
的 基因 替代 (图 5-82)。 这 种 系统 中 ，ES 细胞 中 的 目 症 类 似 表 型 的 转基因 小 内 ， 这 些 病症 包括 老年 
标 基因 被 侧 必 来 有 一 对 短 DNA 序列 的 具有 完整 功能 的 Aacscagae A a A 
基因 版 本 取代 ， 这 种 侧翼 序列 叫做 lox 位 点 ， 它 可 被 治疗 方式 (经 Gail Martin 许可 ,摘自 J M 
Cre 重组 酶 识别 。 然 后 它们 与 在 可 诱导 启动 子 的 控制 Hebert etal , Cell 78; 1017~1025, 1994) 
下 表达 Cre 重组 酶 基因 的 转基因 小 鼠 交 配 。 在 Cre 开启 的 特异 细胞 或 组 织 中 ， 重 组 酶 催化 了 
lox 序列 间 的 重组 ， 切 除了 目标 基因 ， 消 除了 它 的 作用 。 相 似 的 重组 系统 用 于 在 果 蝇 中 产生 
条 件 突变 体 (图 21-48). 


转基因 植物 对 细胞 生物 学 和 农业 都 是 重要 的 


当 植物 受到 损伤 时 ， 它 常常 可 以 通过 已 分 化 的 成 熟 细胞 的 “去 分 化 ”、 增 殖 ， 重 新 分 化 成 
其 他 细胞 类 型 的 过 程 来 进行 自身 的 修复 。 在 某 些 情况 下 ， 去 分 化 的 细胞 甚至 可 以 形成 顶端 分 
生 组 织 ， 顶 端 分 生 组 织 能 够 产生 一 个 包括 配子 的 完整 新 植物 。 这 种 非凡 的 可 塑性 可 以 用 于 在 
培养 物 中 生长 的 细胞 中 产生 转基因 植物 。 

当 一 块 植物 组 织 在 含有 营养 物 和 适当 的 生长 调节 因子 的 灭 菌 培养 基 中 进行 培养 时 ， 许 多 
细胞 以 无 组 织 的 方式 不 确定 的 增殖 产生 未 分 化 的 细胞 群 ， 叫 做 愈 伤 组 织 。 如 果 仔细 地 调控 
营养 物 和 生长 调节 因子 ， 就 可 以 在 愈 伤 组 织 中 先 诱导 形成 新 芽 ， 然 后 是 根 的 顶端 分 生 组 织 ， 
在 许多 物种 中 ， 可 以 产生 完整 的 新 植株 。 

愈 伤 组 织 培养 物 也 可 以 被 分 成 单个 的 细胞 ， 这 些 细胞 会 生长 和 分 裂 形成 悬浮 培养 物 。 在 许 
多 植物 中 ， 包 括 烟草 、 绑 牵 牛 花 、 胡 萝卜 、 马 铃 苗 和 拟 南 芥 ， 来 自 这 种 悬浮 培养 物 的 单个 细胞 
可 以 长 成 一 个 小 块 〈 一 个 克隆 )， 可 以 从 中 重新 产生 完整 的 植株 。 这 种 具有 产生 生物 体 所 有 部 分 
的 能 力 的 细胞 ， 被 认为 是 全 能 的 。 类 似 于 从 培养 的 胚胎 干细胞 的 基因 操作 中 得 到 转基因 小 鼠 的 
过 程 ， 转 基因 植物 也 可 以 由 培养 中 的 单个 全 能 的 植物 细胞 转 染 了 DNA 之 后 产生 (图 8-72). 
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叶子 轿 片 与 遗传 改造 
从 烟草 叶片 上 切 下 国 片 的 农 杆菌 温 育 24h 


带 有 最 初 在 细菌 中 
存在 的 转基因 的 成 
熟 植物 


B) 
S muma mamm 


T-DNA 的 25 “PBR AF RE SE 


DNA 以 线性 分 子 的 形式 从 质粒 上 被 切 下 来 , 然后 直接 转 到 植物 细胞 中 ， 
在 那里 它 整 合 入 植物 染色 体 


图 8-72 产生 转基因 植物 的 流程 
CA) 流程 概述 。 从 叶子 上 切 下 一 个 小 图片， 和 带 有 重组 质粒 的 农 杆菌 共 培 养 ， 重 组 质粒 上 有 可 选择 的 标记 和 想 要 的 转基因 。 
贺 片 边缘 的 受伤 细胞 释放 物质 吸引 农 杆菌， 使 它们 将 DNA 注入 这 些 细胞 。 只 有 那些 吸收 了 合适 DNA 并 且 表 达 了 选择 性 标 
记 基 央 的 植物 细胞 可 以 存活 、 增 殖 ， 形 成 盒 伤 组 织 。 调 节 供给 愈 伤 组 织 的 生长 因子 ， 诱 导 它 先 形成 新 芽 ， 然 后 形成 根 ， 并 
长 成 带 有 转基因 的 成 熟 植物 。(B) 重组 质粒 的 制备 及 其 向 植物 细胞 的 转化 .一 个 农 杆菌 质粒 通常 带 有 T-DNA 序列 ， 可 以 用 
选择 性 标记 (如 卡 那 短 案 抗 性 基因 ) 和 想 要 的 转基因 替代 25 个 核 萌 酸 对 长 的 T-DNA 之 间 的 序列 来 进行 改造 ， 当 农 杆菌 识 
别 了 一 个 植物 细胞 ， 它 会 利用 一 种 转化 质粒 T-DNA 序列 的 特殊 机 制 ， 将 一 条 携带 这 些 序列 的 DNA 链 有 效 地 传 给 植物 细胞 
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转基因 植物 的 产生 极 大 地 促进 了 植物 细胞 生物 学 的 发 展 。 例 如 ， 在 分 离 生 长 调节 因子 和 
分 析 植物 中 形态 发 生 和 基因 表达 的 机 制 的 研究 过 程 中 ， 它 都 起 到 了 重要 作用 。 它 也 为 农业 向 
着 既 有 利于 农民 又 有 利于 消费 者 的 方向 发 展 提供 了 可 能 。 它 使 得 很 多 改造 成 为 可 能 。 例 如 ， 
改变 种 子 中 的 脂 类 、 淀 粉 、 蛋 白质 的 含量 ， 赋 予 植物 虫害 和 病毒 的 抗 性 ， 产 生 可 以 忍受 极端 
环境 〈 如 盐碱地 和 干旱 土壤 ) 的 改造 植物 。 

理解 动物 发 育 的 许多 重大 进展 来 自 于 对 果 蝇 和 线虫 的 研究 ， 对 这 两 种 动物 既 可 以 进行 遗 
传 学 分 析 ， 又 可 以 进行 实验 操作 。 相 比 之 下 ， 过 去 植物 发 育 生物 学 的 进展 相对 缓慢 。 许 多 可 
以 用 于 遗传 学 分 析 的 植物 ， 如 玉米 和 番茄 ， 具 有 很 长 的 生活 周期 和 很 大 的 基因 组 ， 使 得 经 典 
的 和 分 子 的 遗传 分 析 都 很 费时 间 。 后 来 ， 越 来 越 多 的 人 注意 到 一 种 生长 迅速 的 野草 、 常 见 的 
十 字 花 科 植物 一 一 拟 南 芥 ， 它 具有 很 多 作为 “模式 植物 ”的 优点 〈 图 1-46 和 图 21-107)。 相 
对 较 小 的 拟 南 芥 基因 组 是 第 一 个 被 完整 测序 的 植物 基因 组 。 


大 量 收集 标记 的 敲 除 突变 体 为 检测 生物 体 中 每 个 基因 的 功能 提供 了 工具 


为 了 得 到 许多 模式 生物 〈 包 括 酵母 、 线 虫 、 果 蝇 、 拟 南 芥 和 小 鼠 ) 的 全 面 突变 文库 ， 研 
究 者 们 正在 尝试 广泛 的 合作 。 其 终极 目标 是 得 到 一 个 突变 菌株 的 集合 ， 这 些 突变 中 生物 体 的 
每 个 基因 或 者 被 系统 的 删除 ， 或 者 被 改造 成 可 以 有 条 件 的 中 断 。 这 种 类 型 的 集合 会 为 在 基因 
组 水 平 上 研究 基因 功能 提供 宝贵 的 工具 。 在 某 些 情况 下 ， 集 合 中 的 每 个 突变 体 都 会 显示 一 个 
独特 的 分 子 标签 一 一 一 段 特异 的 DNA 序列 用 来 快速 常规 地 识别 改造 基因 。 

由 于 酵母 具有 同 源 重 组 的 倾向 ， 在 酵母 中 产生 一 套 6000 个 突变 体 且 每 个 突变 体 只 缺失 一 
个 基因 的 任务 还 算 简单 。 为 每 个 基因 准备 一 个 “删除 盒子 ”， 盒 子 由 一 个 特殊 的 DNA 分 子 构 
成 ， 这 种 分 子 含有 一 个 选择 性 标记 ， 选 择 标记 两 侧 是 和 目标 基因 每 个 末端 序列 一 致 的 50 个 核 
苷 酸 。 此 外 ， 一 个 特殊 的 “条 码 ”序列 也 在 这 个 分 子 中 ， 以 便于 之 后 对 突变 菌株 的 快速 识别 
(图 8-73)。 然 后 ， 这 种 基因 毅 除 突变 的 大 量 混合 物 在 不 同 的 选择 性 条 件 下 (如 营养 物 缺乏 、 


fampay rican SARRE AEN 条码 ” METEREN 目标 基因 
X 同 源 的 序列 ec 
~” TO PERGE . 

Pa ES" 基于 转 座 子 序列 
n - 的 PCR 引 物 
T° 

(BE IX ——— == : 
|e eee TE > 3 
ke O n an e an T e | 
oe E 
bi i 在 凝 胶 上 被 检测 出 来 的 转 座 子 
目标 基因 X 被 选择 性 标记 基因 和 相连 的 x 
“条 码 ” 序 列 所 替代 mes 己 经 插入 到 目标 基因 的 PCR 产 物 
(AE (B) 拟 南 并 和 果 蝇 


图 8-73 得 到 突变 生物 体 的 集合 
(A) 在 酵母 中 使 用 的 删除 盒子 含有 目标 基因 X 的 每 个 末端 的 同 源 序列 红色)、 一 个 选择 性 标记 〈 蓝 色 )、 一 个 长 约 20 
个 核 普 酸 的 独特 的 “条 码 ” 序 列 ( 绿 色 ).。 这 一 DNA 导入 醇 母 ， 可 以 通过 同 源 重组 替代 目标 基因 . (B) 类 似 的 方法 可 
以 在 拟 南 章 和 果 蜗 中 用 于 制备 标记 的 项 除 突变 。 在 这 种 情况 下 ， 利 用 转 座 子 偶然 插入 到 目标 基因 的 过 程 来 产生 突变 体 。 
收集 得 到 的 生物 体 的 全 DNA， 利 用 与 转 座 子 和 目标 基因 结合 的 PCR 引物 来 快速 第 选 打 断 了 感 兴趣 基因 的 突变 体 。 只 有 
转 座 子 插入 到 目标 基因 的 PCR Mr AER ERRA hk 
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温度 变化 、 存 在 不 同 药物 ) 生长 ， 存 活 的 细胞 可 以 通过 它们 独特 的 序列 标签 进行 识别 。 通 过 
评价 混合 物 中 每 个 突变 体 存 活 的 好 坏 ， 可 以 初步 估计 哪些 基因 对 不 同 条 件 下 的 生长 是 必需 的 、 
有 用 的 和 不 相关 的 。 

这 种 从 酵母 突变 体 中 得 到 信息 的 方法 ， 其 挑战 在 于 在 突变 表 型 的 基础 上 来 推断 基因 的 功 
能 和 生物 学 作用 。 一 些 缺 陷 ， 例 如 ， 不 能 在 组 氨 酸 缺乏 的 条 件 下 生存 ， 直 接 指出 了 野生 型 基 
因 的 功能 ， 其 他 的 关系 可 能 不 会 这 么 明显 。 对 冷 的 突然 敏感 可 能 暗示 了 某 一 特异 基因 在 酵母 
细胞 中 的 功能 。 这 种 问题 在 比 酵母 更 复杂 的 生物 体 中 更 难 回答 。 例 如 ， 小 鼠 中 某 一 基因 功能 
的 缺失 ， 在 不 同 的 发 育 阶段 可 能 影响 许多 不 同 的 组 织 类 型 ， 而 其 他 基因 缺失 却 可 能 没有 明显 
的 效应 。 充 分 鉴定 小 鼠 的 突变 表 型 常常 需要 彻底 的 检查 ， 同 时 结合 广泛 的 有 关 小 鼠 的 解剖 学 、 
组 织 学 、 病 理学 、 生 理学 以 及 复杂 行为 的 知识 。 

但 是 ， 通 过 检查 突变 体 文库 产生 的 见解 将 会 是 伟大 的 。 例 如 ， 对 Mycoplasma genitali- 
um 《支原体 ) 这 种 已 知 具 有 最 小 基因 组 生物 的 大 量 突变 体 的 研究 ， 已 经 鉴定 出 细胞 生活 所 必 
需 的 最 少 的 基因 。 对 突变 库 的 分 析 表明 ， 支 原 体 中 的 480 个 蛋白 质 编码 基因 中 有 265 一 350 个 
是 在 实验 室 条 件 下 生长 所 需要 的 。 将 近 100 个 这 种 必需 基因 是 功能 未 知 的 ， 这 说 明 还 有 惊人 
数目 的 作为 细胞 生活 基础 的 基本 分 子 机 制 等 待 着 被 发 现 。 


小 结 


遗传 学 和 遗传 工程 为 在 细胞 和 生物 体 中 研究 基因 功能 提供 了 有 力 的 工具 。 在 经 典 的 遗传 
学 方法 中 ， 随 机 请 变 后 通过 第 选 来 鉴定 在 某 一 特定 生物 进程 中 具有 缺陷 的 突变 体 。 这 些 突变 
体 接着 用 于 定位 和 研究 对 这 一 进程 有 作用 的 基因 。 

也 可 以 提供 反 义 遗 传 技术 来 确定 基因 功能 。DNA 改造 的 方法 可 以 用 于 突变 任何 基因 
并 将 其 重新 插入 细胞 的 染色 体 上 ， 以 使 其 成 为 基因 组 永久 的 一 部 分 。 如 果 用 于 这 种 基因 
转化 的 细胞 是 受精 卵 〈 对 动物 而 言 ) 或 者 一 个 培养 中 的 全 能 植物 细胞 ， 就 可 以 产生 表达 
突变 基因 并 可 将 其 传 给 后 代 的 转基因 生物 。 对 细胞 生物 学 而 言 特别 重要 的 是 ， 以 高 度 特 
异 的 方式 改变 细胞 和 生物 体 的 能 力 ， 可 以 洞悉 单个 的 蛋白 质 或 RNA 分 子 的 有 计划 改变 的 
效应 。 

许多 这 样 的 方法 经 过 扩展 ， 用 来 在 基因 组 水 平 上 研究 基因 功能 。 例 如 ，DNA 芯片 等 技术 
可 以 用 于 同时 监测 数 千 种 基因 的 表达 ， 提 供 了 在 复杂 细胞 进程 之 下 的 详细 而 又 全 面 的 基因 表 
达 快照 。 生 物体 中 的 每 个 基因 被 系统 地 删除 或 打 断 而 产生 的 突变 体 的 文库 ， 为 探索 每 个 基因 
在 使 生命 发 生 的 精细 分 子 协作 过 程 中 的 功能 提供 了 宝 责 工具 。 
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9 细胞 显 像 


显微镜 下 观察 细胞 的 结构 
观察 活 细胞 中 的 分 子 


细胞 虽 小 ， 但 很 复杂 。 观 察 细胞 的 结构 或 揭示 其 分 子 组 成 都 是 不 容易 的 ， 而 阐明 其 不 同 
组 分 的 功能 则 更 为 困难 。 我 们 对 细胞 的 了 解 依赖 于 我 们 所 使 用 的 工具 ， 细 胞 生物 学 的 主要 进 
展 常常 是 引进 新 技术 的 结果 。 因 此 ， 要 理解 现代 的 细胞 生物 学 ， 我 们 必须 知道 其 研究 方法 。 

本 章 简 要 地 回顾 了 用 于 研究 细胞 的 一 些 主要 显 微 术 。 理 解 细胞 的 组 织 结构 是 理解 细胞 如 
何 发 挥 功 能 的 必 不 可 少 的 前 提 条 件 。 光 学 显 微 术 将 是 我 们 的 起 点 ， 因 为 细胞 生物 学 是 从 光学 
显微镜 开始 的 ， 而 且 ， 现 在 它 仍然 是 一 项 必 不 可 少 的 工具 。 近 年 来 ， 光 学 显 微 术 变 得 尤为 重 
要 ， 这 主要 是 因为 单个 细胞 组 分 的 特异 标记 方法 和 显 像 方法 及 其 三 维 结构 的 重 构 方法 的 发 展 。 
光学 显 微 术 的 主要 优点 悬 光 相对 而 言 没有 破坏 性 。 通 过 将 特异 细胞 组 分 加 上 荧光 标签 ， 例 如 
绿色 荧光 蛋白 (GFP)， 我 们 因此 得 以 观察 它们 在 活 细胞 或 有 机 体 中 的 运动 和 相互 作用 。 

光学 显 微 术 受 限于 它 所 能 揭示 的 细节 的 精细 程度 。 与 使 用 可 见 光 的 显微镜 相 比 ， 使 用 其 
他 类 型 射线 的 显微镜 一 一 特别 是 电子 显微镜 一 一 能 解析 小 得 多 的 结构 。 其 代价 是 ， 电 子 显 微 
术 的 样本 制备 要 复杂 得 多 ， 而 且 难 以 确定 我 们 所 见 的 影像 是 否 能 精确 反映 所 检测 标本 的 真实 
结构 。 然 而 ， 现 在 的 电子 显 微 术 通 过 快速 冰冻 真实 地 保留 结构 还 是 可 能 的 。 计 算 机 图 像 分 析 
技术 可 用 于 从 多 重视 图 重 构 三 维 物体 。 连 同 这 些 方法 ， 我 们 可 将 显 微 术 的 分 辨 率 和 使 用 范围 
扩展 到 能 显示 单个 大 分 子 的 结构 。 

尽管 方法 极为 重要 ， 但 是 我 们 用 这 些 方法 所 得 到 的 发 现 使 得 它们 更 为 有 趣 。 因 此 ， 本 章 
只 是 用 作 参 考 章节 ， 应 与 本 书 的 其 他 章节 一 起 阅读 ， 而 不 仅仅 是 介绍 这 些 方法 。 


显微镜 下 观察 细胞 的 结构 


一 个 典型 的 动物 细胞 直径 为 10 一 20km， 这 大 小 相当 于 肉眼 可 见 的 最 小 颗粒 的 1/5. 19 世 
纪 早 期 性 能 优良 的 光学 显微镜 得 到 应 用 ， 人 们 发 现 所 有 的 植物 和 动物 组 织 都 是 细胞 个 体 的 集 
合 。 这 个 由 施 莱 登 和 施 旺 在 1838 年 提出 的 发 现 ， 标 志 着 细胞 生物 学 的 正式 诞生 。 

动物 细胞 不 仅仅 很 微小 ， 而 且 是 无 色 和 透明 的 。 因 此 ， 在 19 世纪 晚期 ， 随 着 一 系列 的 能 
区 别 出 细 胞 内 部 特征 的 染色 方法 的 发 展 ， 细 胞 主要 内 部 特征 才 得 以 发 现 。 同 样 地 ,在 1940 年 
早期 电子 显微镜 这 种 更 有 力 的 工具 的 引入 ， 也 需要 依赖 于 细胞 保存 和 染色 新 技术 的 发 展 ， 才 
能 展现 出 细胞 内 部 的 细微 结构 。 时 至 今日 ， 显 微 技术 既 依赖 于 显微镜 本 身 的 性 能 ， 也 依赖 于 
样品 制备 的 方法 。 因 此 ， 接 下 来 的 讨论 中 ， 我 们 从 光学 显微镜 开始 ， 介 绍 显 微 设备 和 样品 制 
备 方法 。 

图 9-1 通过 从 拇指 到 一 簇 原 子 的 一 系列 图 像 阐明 了 尺寸 大 小 的 系列 变化 。 每 张 照片 比 前 
一 张 的 放大 比率 要 大 10 倍 。 肉 眼 能 看 见 前 两 幅 图 里 的 图 像 ， 光 学 显微镜 分 辨 率 能 到 第 4 幅 图 
像 左右 ， 电 子 显微镜 能 到 大 概 第 7 幅 图 。 表 9-1 中 列 出 了 光学 显微镜 发 展 的 里 程 碑 。 图 9-2 显 
示 了 多 种 细胞 和 亚 细 胞 结构 的 尺寸 以 及 不 同类 型 显微镜 观测 尺寸 的 范围 。 
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图 9-1 活 细胞 到 原子 之 间 大 小 尺度 的 直观 图 
将 拇指 到 皮肤 细胞 表 到 核糖 体 再 到 作为 体内 蛋白 质 组 成 部 分 的 一 徐 原 子 ， 用 一 系列 虚拟 的 图 像 ， 按 照 每 幅 放 大 
10 售 的 级 数 展示 出 来 。 显 示 在 最 后 两 格 图 像 中 的 分 子 结构 的 细节 ， 已 经 超出 了 电子 显微镜 的 放大 倍率 


表 9-1 光学 显微镜 发 展 史 中 的 一 些 重要 发 现 


1611 年 Kepler 提出 制作 复杂 显微镜 的 方法 

16554 Hooke 使 用 复杂 的 显微镜 ， 描 绘 了 软木 塞 切片 中 的 小 孔 ， 并 将 其 称 作 细 胞 

1674 年 。 Leeuwenhoek 报道 了 他 关于 原生 动物 的 发 现 . 9 年 后 他 首次 看 到 了 细菌 

1833 年 。 Brown 发 表 了 他 对 兰花 的 显微镜 观察 ， 明 确 地 描绘 出 细胞 核 

1838 年 。 Schleiden 和 Schwann 提出 细胞 学 说 ,宣称 有 核 细胞 是 动 植物 结构 和 功能 单位 

1857 年 。 Kolliker 描绘 了 肌肉 细胞 中 的 线粒体 

1876 年 Abbé 分 析 了 显微镜 中 图 像 信息 受 衍射 的 影响 ， 并 指出 显微镜 设计 如 何 最 优化 

1879 年 Flemming 描绘 了 动物 有 丝 分 裂 中 大 而 清晰 的 染色 体 

1881 年 。 Retzius 描绘 了 很 多 动物 组 织 的 细节 ， 没 有 任何 其 他 光学 显微镜 学 家 能 超过 他 。 在 接 下 来 的 20 年 中 ， 他 和 
Cajal 以 及 其 他 的 组 织 学 家 发 展 了 染色 方法 ， 莫 定 了 微观 解剖 学 的 基础 


1882 年 Koch 使 用 某 腕 染料 对 微生物 染色 ， 鉴 定 出 引起 肺结核 和 霍乱 的 细菌 。 在 接 下 来 的 20 年 中 ， 其 他 微生物 学 
家 ， 如 Klebs 和 Pasteur， 通 过 染色 制备 检测 ， 鉴 定 了 许多 其 他 疾病 的 病原 体 


1886 年 。 Zeiss 参考 Abbe 的 设计 ， 制 作 了 一 系列 的 镜头 ， 使 得 显微镜 学 家 对 结构 的 分 辨 达到 了 可 见 光 的 理论 极限 


gts 


续 表 


1898 年 
1924 年 
1930 年 


1941 年 
1952 年 
1968 年 
1981 年 
1984 年 
1988 年 
1994 年 


Golgi 使 用 硝酸 银 对 细胞 染色 ， 首 次 观察 并 描绘 出 高 尔 基体 

Lacassagne 和 合作 者 首次 发 展 出 放射 自 显影 法 ,使 用 放射 性 外 在 生物 标本 中 进行 定位 
Lebedeff 设计 并 制造 了 第 一 台 干 涉 显微镜 。 在 1932 年 ，Zernicke 发 明了 相差 显微镜 。 这 两 大 进展 使 得 第 一 
次 观察 到 未 染色 的 活 细胞 的 细节 

Coons 使 用 偶 联 了 荧光 染料 的 抗体 来 检测 细胞 抗原 

Nomarski 设计 微分 干涉 相差 光学 显微镜 系统 ， 并 获得 专利 ， 现 在 这 种 显微镜 仍 以 他 的 名 字 命名 
Petran 和 合作 者 制造 了 世界 首 台 共 育 焦 显微镜 

Allen 和 Inoue 完善 了 录像 增强 光学 显微镜 成 像 术 

Agard 和 Sedat 使 用 计算 机 去 卷 积 重 构 了 果 蝇 多 线 染 色 体 核 

商业 化 共聚 焦 显 微 镜 得 到 了 广泛 使 用 

Chalfie 和 合作 者 将 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 作为 标记 物 引 入 显微镜 技术 中 
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ai 图 9-2 分 辩 能 力 
球 蛋 白 图 中 借助 计算 尺 显示 了 细胞 和 其 中 成 分 
的 尺寸 大 小 ， 也 指出 了 通过 肉眼 、 光 学 
ian 显微镜 和 电子 显微镜 分 别 能 容易 分 辨 的 
小 分 子 目标 大 小 范围 。 下 面 是 显微镜 技术 中 党 
用 的 长 度 单位 ， 
原子 pm (微米 ) 一 10“m 
O.1nm nm (纳米 ) 10-3m 


A ( 埃 ) 一 10-mm 


光学 显微镜 能 分 辨 0. 2pm 的 细节 部 分 


通常 ， 一 特定 的 辐射 不 能 被 用 于 探测 小 于 它 自 身 波长 的 细微 结构 。 这 是 所 有 显微镜 的 基 
本 极限 。 因 此 ， 一 个 光学 显微镜 的 最 终 检测 极限 取决 于 可 见 光 的 波长 ， 这 范围 大 概 是 从 
0.4pm CRE) 到 0. 7pm〈 深 红色 )。 在 实践 中 ， 宽 约 500nm (0. 5pm) 的 细菌 和 线粒体 ， 通 
常 是 光学 显微镜 下 能 被 清楚 观测 到 的 最 小 对 象 ; 由 于 光 的 波动 性 ， 比 这 更 小 的 细节 只 能 得 到 
模糊 的 效果 。 要 了 解 这 种 现象 发 生 的 原因 ， 我 们 必须 了 解 一 束 光 通过 显微镜 的 透镜 时 发 生 的 
现象 (图 9-3)。 


B93 一 台 光学 显微镜 
CA) 显示 了 一 台 复 杂 的 显微镜 中 光 通路 ， 光 线 通 过 一 聚 光 器 中 的 透镜 聚焦 在 标本 上 。 物镜 
和 目镜 的 组 合 通 过 调 焦 使 得 受 照 标本 旦 肉眼 可 见 的 像 。(B) 一 台新 式 研究 用 光学 显微镜 


由 于 光 的 波动 性 ， 光 并 不 像 几 何 光 学 所 预计 的 那样 ， 严 格 按照 理想 的 直线 传播 。 光 波 反 
而 按照 轻微 不 同 的 多 种 路 线 穿 过 一 个 光学 系统 ， 以 至 于 它们 相互 干涉 ， 导 致 了 光 的 衍射 现象 。 
若 两 列 光 经 不 同 路 径 到 达 同 一 点 且 相位 相同 ， 波 峰 与 波峰 匹配 ， 波 谷 与 波 谷 匹配 ， 这 两 列 光 
将 彼此 增强 变 得 更 亮 。 相 反 ， 如 果 这 两 列 光 异 相 ， 它 们 将 相互 干涉 ， 以 至 部 分 或 完全 地 被 抵 
消 (图 9-4)。 物 体 对 光 的 干扰 会 改变 光波 的 相位 关系 ， 产 生 复杂 的 干涉 现象 。 例 如 ， 在 高 放 
大 倍率 时 ， 一 单 波长 的 光照 射 一 个 物体 直 边 缘 得 到 的 阴影 是 一 列 平 行 线 ， 而 照射 一 个 圆 点 显 
示 的 阴影 是 一 系列 同心 圆 〈 图 9-5)。 基 于 相同 原因 ， 通 过 显微镜 看 一 单个 的 点 ， 显 示 的 是 一 
个 模糊 的 圆 盘 ， 而 两 个 足够 近 的 点 显示 重叠 的 图 像 甚 至 可 能 并 作 一 个 点 。 光 学 镜头 再 精巧 也 
不 能 克服 由 光波 动 性 决定 的 局 限 。 

两 个 物体 能 够 被 区 别 开 的 间隔 极限 叫做 分 辨 限度 ， 这 依赖 于 光 的 波长 和 使 用 的 透镜 系统 
的 数字 孔径 。 后 面 这 个 量 和 显微镜 光线 人 口 的 宽度 有 关 ， 可 以 依照 显微镜 和 观测 目标 之 间 的 
距离 来 调节 ; 也 就 是 说 显微镜 眼睛 睁 得 越 大 ， 看 得 越 清楚 (图 9-6)。 使 用 紫光 (波长 
0. dum) 在 最 佳 条 件 下 有 一 个 1. 4 的 数字 孔径 ， 在 光学 显微镜 中 理论 上 可 以 获得 低 于 0. 2pm 
的 分 辨 限度 。 在 19 世纪 末 时 显微镜 制造 者 达到 了 这 个 分 辩 率 ， 不 过 在 同时 代 工 厂 生产 的 显 微 
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两 列 同 相 波 两 列 异 相 波 


OER SRN 
光亮 
图 9-4 光波 间 的 干涉 图 9-5 边缘 效应 
当 两 列 同 相 光 波 合并 时 ， 合 并 后 的 波 振 幅 增 天， 亮度 增 当 光 通过 一 放置 于 光源 与 观测 器 之 问 的 致密 
强 。 两 列 异 相 光波 彼此 抵消 ， 产 生 的 波 振幅 和 物体 边缘 时 ， 在 商 放大 信 率 下 观测 到 的 
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图 9-6 数值 孔径 
用 显微镜 中 通过 一 透明 标本 的 光线 通路 的 图 例 来 亲 明 数值 孔径 的 概念 ， 以 及 数值 孔径 与 分 辩 率 


极限 的 关系 
镜 中 很 少 能 够 达到 这 一 分 辩 率 。 尽 管 像 人 们 希望 的 那样 放大 图 像 是 可 能 的 ， 如 将 图 


像 投 影 到 


屏幕 上 ， 但 在 光学 显微镜 中 分 辨 两 个 间隔 不 到 0. 2pm 的 物体 是 不 可 能 的 ; 它们 将 显示 为 一 个 


物体 。 
我 们 接 下 来 看 看 干涉 和 衍射 如 何 用 于 研究 未 染色 的 活 细胞 。 然 后 我 们 详细 


了 解 如 何 


固定 细胞 以 用 于 光学 显微镜 的 观察 ， 以 及 细胞 固定 中 的 化 学 染料 如 何 提高 细胞 结构 的 能 


见 度 。 


用 相差 显微镜 和 微分 干涉 相差 显微镜 清晰 地 观察 活 细胞 


在 样品 制备 中 细胞 中 某 些 组 分 可 能 丢失 或 者 变形 ， 这 种 可 能 性 是 对 使 用 显微镜 的 技术 人 
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员 的 挑战 。 当 细胞 是 生活 状态 时 进行 观察 ， 是 唯一 能 避免 这 个 问题 的 方法 。 为 了 这 个 目的 ， 
有 着 特殊 光学 系统 的 光学 显微镜 尤其 有 用 。 

当 光 穿 过 一 个 活 细胞 时 ， 光 波 的 相位 根据 细胞 的 折射 率 发 生变 化 : 光 通 过 细胞 中 像 细 胞 
核 这 样 相对 较 厚 或 较 密 的 部 分 时 被 阻 滞 ， 因 此 它 的 相位 相对 于 穿 过 周围 较 稀薄 的 细胞 质 的 光 ， 
发 生 了 改变 。 相 差 显 微 镜 以 及 用 一 更 复杂 的 方法 的 微分 干涉 显微镜 ， 就 是 利用 这 样 的 两 组 光 
波 重 组 时 产生 的 干涉 现象 ， 来 得 到 细胞 结构 的 图 像 (图 9-7)。 这 两 种 光学 显微镜 都 被 广泛 用 
于 活 细胞 的 成 像 。 


(A) 入 射 光 (B) 入 射 光 


同 相 波 


图 -7 光学 显微镜 中 两 种 获得 相差 的 方法 
(A) 细胞 中 染色 的 部 分 会 减少 通过 它们 的 特定 波长 的 光波 振幅 ， 因 此 很 明显 可 以 按照 常 
规 方法 获得 细胞 的 彩色 图 像 。(B) 光 通过 未 染色 的 活 细胞 在 振幅 方面 经 过 很 少 变化 ， 即 
使 在 高 分 养 率 下 也 不 能 看 到 结构 的 细节 。 然 而 ， 在 光 通过 细胞 时 ， 光 的 相位 会 发 生变 化 
这 种 小 的 相位 差别 可 以 通过 利用 干涉 效应 借助 相差 显微镜 或 微分 干涉 相差 显微镜 变 得 可 
以 看 见 


了 解 一 个 活 细胞 的 某 些 特征 的 更 简单 方法 是 观察 光线 被 细胞 中 多 种 成 分 散射 的 情况 。 
暗 视 场 显 微 镜 中 ， 入 射 光线 从 旁边 射 人 ， 因 此 只 有 散射 光 才 能 进入 显微镜 镜头 中 。 结 果 
细胞 作为 明亮 的 物体 显示 在 暗 背 景 中 。 使 用 一 个 标准 的 暗 视 场 显 微 镜 ， 通 过 获得 直接 透 
过 培养 基 中 细胞 的 光线 得 到 图 像 。 图 9-8 显示 了 同一 细胞 在 4 种 光学 显微镜 下 获得 的 
图 像 。 

相差 、 微 分 干涉 相差 以 及 瞳 视 场 显微镜 方法 能 让 人 观察 到 细胞 有 丝 分 裂 以 及 细胞 迁移 等 
过 程 中 的 动作 。 由 于 许多 细胞 的 动作 太 慢 以 至 实时 观察 不 到 ， 因 此 常常 采用 拍摄 间隔 动作 图 
像 或 者 录像 记录 的 方法 。 在 这 里 ， 每 隔 一 小 段 时 间 记录 一 帧 图 像 ， 当 按照 正常 速度 播放 记录 
的 连续 图 像 或 者 录像 带 时 ， 事 件 显现 的 速度 被 大 大 加 快 了 。 


电子 技术 用 于 增强 和 分 析 图 像 


近年 来 电子 成 像 系 统 和 图 形 处 理 辅助 技术 对 光学 显微镜 方法 有 重大 影响 。 它 们 克服 了 显 
微 镜 应 用 中 因为 光学 系统 的 缺陷 而 造成 的 某 些 应 用 限制 。 它 们 也 避免 了 人 眼 的 两 个 主要 的 弱 
点 : 在 非常 暗 的 光线 下 眼睛 无 法 看 清楚 ， 以 及 在 明亮 背景 下 眼睛 不 能 区 分 开 细微 不 同 的 光线 
强度 。 第 一 个 弱点 可 以 通过 给 显微镜 附加 高 感光 摄影 机 〈 这 类 摄影 机 通常 用 于 夜间 监视 ) 来 
克服 。 这 使 得 在 低 光 照 水 平 下 长 时 间 观 测 细胞 成 为 可 能 ， 从 而 避免 了 长 时 间 亮光 〈 和 热 ) 对 
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图 98 4 种 类 型 的 光学 显微镜 
4 幅 图 像 分 别 显示 了 培养 基 中 相同 的 纤维 原 细胞 。 大 多 数 新 式 的 显微镜 通过 交换 光学 元 件 都 可 以 得 到 这 4 种 
类 型 的 图 像 。(A) 明 视 场 显 微 成 像 ，(B) 相差 显 微 成 像 ，(C) Normarski 微分 干涉 相差 成 像 ;，(D) 暗 视 场 
显 微 成 像 


细胞 的 伤害 。 正 如 我 们 接 下 来 要 说 明 的 ， 这 种 暗 光线 下 的 摄影 机 对 于 活 细胞 中 的 荧光 分 子 的 
成 像 尤其 重要 。 

由 于 摄影 机 获得 的 图 像 是 电子 形式 的 ， 这 些 图 像 很 容易 数字 化 ， 反 馈 给 计算 机 ， 经 过 多 
种 方法 处 理 提取 出 隐藏 的 信息 。 这 种 图 像 处 理 过程 有 可 能 补偿 显微镜 中 各 种 各 样 的 光学 缺陷 ， 
使 得 分 辩 率 能 达到 理论 的 极限 。 此 外 ， 通 过 电子 图 像 处 理 过 程 ， 相 差 能 够 被 大 大 增强 ， 这 也 
克服 了 在 辨别 光亮 度 轻微 差异 方面 肉眼 的 局 限 性 。 尽 管 这 种 处 理 过 程 也 会 增 大 光学 系统 背景 
不 规则 的 效果 ， 但 是 通过 将 视野 中 某 个 空白 区 域 的 图 像 作 为 本 底 ， 对 整个 图 像 进 行 扣除 ， 能 
够 克服 这 一 缺点 。 那 些小 而 透明 的 对 象 ， 原 本 不 大 可 能 从 背景 中 区 分 开 ， 经 过 上 述 处 理 后 也 
变 成 可 见 的 了 

计算 机 辅助 的 微分 干涉 相差 显微镜 具有 高 度 反差 ， 能 够 观察 诸如 单 根 微 管 〈 图 9-9) 
之 类 的 非常 微小 的 对 象 。 单 根 微 管 直径 0. 025pm， 还 不 到 光波 波长 的 1/10。 在 荧光 显 微 
镜 下 也 能 观察 到 荧光 标记 的 单 根 微 管 〈 图 9-15) 。 不 过 在 上 述 两 种 情况 中 ， 无 法 避免 的 
衍射 作用 使 得 图 像 模糊 ， 单 根 微 管 看 上 去 至 少 有 0. 2pm 宽 ， 这 也 导致 很 难 将 单 根 微 管 从 
微 管束 中 区 分 出 来 。 


用 于 显微镜 观察 的 组 织 通 常 要 被 固定 和 切片 


要 使 细胞 能 被 染色 并 能 在 显微镜 下 方便 观察 ， 第 一 步 必须 用 固定 剂 处 理 细胞 ， 固 定 住 、 
杀 死 并 保存 好 细胞 。 用 化 学 术语 来 说 ， 固 定 就 是 使 得 着 色 试剂 能 渗透 人 细胞 并 和 细胞 中 大 分 
子 交 联 ， 使 大 分 子 变 得 稳定 并 固定 在 原 位 。 早 期 的 某 些 固定 过 程 包括 将 样品 浸 人 酸 液 或 乙醇 
等 有 机 溶液 中 。 现 在 的 过 程 通常 包括 用 活性 醛 来 处 理 ， 常 用 甲醛 和 戊 二 醛 ， 这 些 醛 能 和 蛋白 
质 的 自由 胺 基 形 成 共 价 键 ， 进 而 和 周围 的 蛋白 质 分 子 交 联 。 

大 多 数组 织 样品 太 厚 了 以 至 于 不 能 在 高 分 辩 率 下 直接 观察 到 单个 的 细胞 。 不 过 ， 固 定 后 
通常 用 切片 机 将 组 织 切 成 非常 薄 的 切片 ， 切 片 机 具有 锋利 的 刀片 ， 工 作 原 理 类 似 于 普通 的 肉 
类 切片 机 (图 9-10) 。 然 后 将 切片 (通常 1 一 10pm 厚 ) 平 放 在 载 玻 片上 
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图 99 图 像 处 理 
《A) 显示 的 是 一 个 未 染色 的 微 管 没有 被 处 理 过 的 数码 图 像 ， 由 微分 干涉 相差 显 微 技 术 获 得 的 。 
(B) 图 像 现在 经 过 处 理 ， 首 先 通过 数位 消减 不 均匀 的 亮 背景 ， 接 着 通过 数 人 反差 图 像 处 理 
的 结果 是 得 到 一 个 更 能 说 明 问题 的 照片 。 需 要 注意 的 是 微 管 是 动态 的 ， 在 前 后 图 像 之 间 有 些 已 经 
改变 了 长 度 或 位 置 (经 Viki Allan 许可 ) 


即便 在 被 固定 后 ， 组 织 仍 通常 是 软 的 而 且 易 碎 ， 因 
此 在 切片 前 需要 将 组 织 包 埋 在 支持 物 中 。 通 常用 石蜡 或 
树脂 作为 包 埋 物 。 这 两 种 材料 在 液态 时 都 能 围绕 并 渗入 Vi eset 
EEO: 这 些 材料 凝固 〈 冷 却 或 聚合 ) 后 形成 因 


切片 机 臂 的 运动 


块 ， 很 容易 用 切片 机 切片 。 人 bus 

通常 的 固定 或 者 包 埋 处 理 方法 可 能 会 有 改变 细胞 的 omen 
结构 或 者 组 分 分 子 的 风险 。 快 速 冰冻 提供 了 另 一 种 样品 
准备 方法 ， 通 过 六 免 固定 和 包 埋 ， 一 定 程度 上 避免 了 上 ee 
述 风 险 。 通 常 在 冰 室 中 用 特殊 的 切片 机 直接 对 冷冻 组 织 TRG a me Be 
进行 切片 。 尽 管用 这 种 方法 得 到 的 冷冻 切片 避免 了 一 些 
人 为 假象 ， 但 也 遇 到 了 问题 : 尽管 像 蛋 白质 之 类 的 分 子 
的 天 然 结构 得 到 了 很 好 的 保护 ， 但 细胞 的 细微 结构 常常 “全 = 
会 被 冰晶 破坏 。 图 9-10 制备 组 织 切片 

无 论 用 哪 种 方法 进行 组 织 切片 后 ， 接 下 来 的 步骤 通 插图 显示 了 如 何 使 用 超 微 切 片 机 将 包 埋 好 的 
常 是 染色 。 组 织 进行 切片 以 用 于 光学 显微镜 检测 
细胞 中 不 同 的 成 分 可 以 被 选择 性 染色 

大 多 数 细胞 的 内 容 物 细胞 全 重 的 70% 是 水 ) 几乎 不 会 阻挡 光线 的 通过 。 因 此 ， 大 多 数 
细胞 在 自然 状态 时 ， 即 使 是 被 染色 或 切片 ， 在 普通 的 光学 显微镜 下 几乎 也 是 不 可 见 的 。 用 染 


料 进行 染色 是 使 细胞 变 得 可 见 的 一 种 方法 。 
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图 9-11 一 个 染色 的 组 织 切 片 
肾 的 集 尿 管 中 细 胞 的 切片 被 用 苏 木 精 和 曙 红 这 两 


种 组 织 学 中 常用 染料 的 混合 物 染色 。 每 个 管 是 由 
相互 紧密 排列 的 细胞 (细胞 核 被 染 成 红色 ) 组 
成 这 些 细胞 形成 一 个 环 . 这 个 环 被 胞 外 基质 
《 染 成 紫色 ) LW (W fi P. R. Wheater et al. ， 
Functional Histology 


2nd edn. London: Churchill 


Livingstone, 1987) 


在 19 世纪 早期 ， 对 印染 纺织 品 的 染料 需求 导致 
了 有 机 化 学 的 繁荣 时 期 。 某 些 染 料 被 发 现 能 用 于 生物 
组 织 染 色 ， 而 且 出 乎 意料 地 在 细胞 中 的 某 些 特殊 部 
分 ， 如 细胞 核 和 线粒体 中 被 优先 显示 出 来 ， 这 使 得 细 
胞 内 部 结构 清晰 可 见 。 现 在 被 使 用 的 有 机 染料 有 很 
多 ， 根 据 颜 色 命名 的 有 孔雀 绿 、 苏 丹 黑 以 及 考 马 斯 蓝 
等 ， 每 一 种 染料 对 特殊 的 亚 细 胞 组 分 有 着 特殊 的 亲 和 
力 。 例 如 ， 苏 木 精 染料 对 带 负电 的 分 子 有 亲和力 ， 因 
此 可 以 用 于 显示 DNA、RNA 以 及 酸性 蛋白 质 在 细胞 
内 的 分 布 〈 图 9-11)。 不 过 对 于 许多 染料 特异 性 的 化 
学 基础 仍然 不 清楚 。 

对 于 这 些 染料 在 分 子 水 平 的 特性 了 解 的 相对 缺 
环 ， 促 使 和 人们 寻找 更 多 合理 的 染色 方案 、 选 择 性 的 染 
色 过 程 和 特殊 方法 来 显示 细胞 中 某 一 特定 的 蛋白 质 或 
大 分 子 。 但 为 了 达到 这 种 效果 仍然 存在 一 个 问题 。 因 
为 在 任何 特定 的 细胞 中 ， 大 多 数 大 分 子 的 个 数 往往 不 
al ES Berd Cte Eh aks 
能 被 观察 到 。 解 决 这 一 问题 的 方法 是 增加 单个 大 分 
上 结合 染料 分 子 的 个 数 。 不 过 ， re 
自身 的 催化 活性 在 细胞 中 定位 ， 当 使 用 合适 的 底 物 分 
子 时 ， 每 个 酶 分 子 能 催化 很 多 底 物 分 子 反应 ， 得 到 局 
部 分 布 的 可 见 的 反应 产物 。 另 外 ， 我 们 也 可 以 选择 使 
用 荧光 染料 来 解决 灵敏 性 的 问题 ， 接 下 来 我 们 会 详细 
介绍 这 种 方法 。 


通过 荧光 显 微 技 术 对 特定 分 子 进行 细胞 定位 


荧光 分 子 吸 收 某 一 波长 的 光 然 后 发 
一 波长 更 长 的 光 。 若 用 某 化 合 


1 


射出 男 一 
吸收 波长 的 光照 


允许 发 射 波长 的 光 通 过 的 滤 光 片 来 观察 
这 样 看 上 去 就 是 在 一 黑暗 背景 中 发 光 。 
由 于 背景 暗 ， 即 使 很 微量 的 荧光 染料 发 
出 的 光 也 能 被 探测 到 。 而 相同 数量 的 普 
通 染料 分 子 只 能 使 得 光 在 通过 样品 被 染 
色 的 部 分 时 轻微 的 改变 颜色 ， 通 常 是 无 
法 被 观测 到 的 。 

用 于 细胞 染色 的 荧光 染料 可 直接 用 
荧光 显微镜 进行 观测 。 这 种 显微镜 和 普 
通 的 光学 显微镜 比较 类 似 ， 不 同 之 处 在 
于 从 强 光 源 发 出 的 光 需 要 经 过 两 套 滤 光 
片 ， 一 套用 于 过 滤 到 达 样 品 之 前 的 光 ， 
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3 第 二 阻隔 滤 光 片 :去 
掉 不 需要 | 多 和 人 
Ber 
Beason ston 
的 特异 绿色 荧光 通过 


2 分 光 镜 : i 
S10nm 以 下 的 光 ， 
j naik Foss 


光源 


1 第 一 阻隔 小 光 片 :只 允许 
波长 为 430nm 至 490nm 的 蓝 
色光 通过 - 
图 912 荧光 显微镜 的 光学 系统 
RR POG 《1 和 3) 和 一 个 将 光束 一 分 为 二 的 分 色 镜 
D 组 成 -这 里 显示 的 是 用 于 检测 发 荧光 的 荧光 分 子 的 滤 光 装置 .在 
这 类 显微镜 方法 中 高 数值 孔径 的 物镜 尤其 重要 ， 对 于 某 一 特定 放大 
信 率 ， 荧 光 图 像 的 亮度 和 数值 孔径 的 4 次 方 旺 正比 (图 96) 


另 一 套用 于 过 滤 经 过 样品 之 后 获得 的 光 。 第 一 套 滤 光 片 选 择 性 地 获得 荧光 染料 激发 波长 的 光 ， 
而 第 二 套 滤 光 片 就 完全 屏蔽 掉 这 些 光线 ， 只 让 荧光 染料 发 射 波长 的 光 通 过 〈 图 9-12) 。 

荧光 显 微 方法 主要 被 用 于 检测 细胞 和 组 织 中 的 特异 蛋白 质 或 者 某 些 分 子 。 一 种 已 被 广泛 
使 用 的 有 效 方 法 是 将 荧光 染料 偶 联 到 抗体 分 子 上 ， 这 些 抗体 作为 高 特异 性 的 、 通 用 型 着 包 剂 ， 
能 够 选择 性 地 和 细胞 中 或 细胞 外 基质 中 它们 所 识别 的 特定 的 生物 大 分 子 结合 。 荧 光 素 和 罗丹 
明 是 这 类 荧光 染料 中 最 常用 的 两 种 ， 荧 光 素 被 蓝光 激发 后 发 出 强烈 的 绿 光 ， 罗 丹 明 被 黄 绿色 
的 光 激 发 后 发 出 深 红色 的 荧光 (图 9-13)。 将 荧光 素 偶 联 到 一 种 抗体 上 ， 罗 丹 明 偶 联 到 另 一 种 
抗体 ， 可 以 用 来 比较 细胞 中 不 同 分 子 的 分 布 情况 ;通过 切换 前 后 两 套 分 别针 对 不 同 染料 的 滤 
光 片 ， 这 两 种 分 子 可 以 在 显微镜 下 分 别 显现 。 正 如 图 9-14 显示 的 ， 用 同样 的 方法 ， 可 以 使 用 
3 种 荧光 染料 来 区 别 开 同一 细胞 中 的 3 种 类 型 的 分 子 。 许 多 新 的 荧光 染料 ， 如 Cy3、Cy5 以 及 
Alexa 染料 ， 也 已 经 用 于 荧光 显 微 方法 中 (图 9-13). 


580nm 


TO jim 
图 9-13 荧光 染料 图 9-14 多 荧光 探 针 显 微 技术 

图 中 显示 了 几 种 常用 的 处 于 发 中 的 细胞 成 分 显 微 照片 ， 用 3 种 不 

发 射 的 波长 。 以 及 这 些 波 tu 不 同 的 细胞 成 分 。 纺 狂 体 微 管 、 着 丝 粒 和 浓缩 


染料 分 子 放出 的 光子 的 能 DNA 分 别 用 绿色 的 荧光 抗体 、 红 色 的 荧光 抗体 
光子 的 能 量 ， 也 要 低 于 激发 和 发 射 峰之 间 能 量 和 蓝 色 的 荧光 染料 DAPI 显示 (48 Kevin F. Sullivan 许可 ) 
的 差 值 。GFP 是 一 种 绿色 荧光 蛋白 ,不 是 一 种 

W, DAPI 是 一 种 广泛 使 用 的 常规 荧光 DNA 

染料 ， 吸 收 紫外 光 发 出 

的 染料 通常 用 于 抗体 和 其 他 到 


在 本 章 稍 后 部 分 论述 的 重要 方法 中 ， 还 要 介绍 荧光 显 微 技 术 如 何 用 于 检测 活 细胞 中 某 些 
分 子 浓度 和 位 置 变化 。 
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抗体 可 用 于 检测 特定 分 子 


抗体 是 消 椎 动物 免疫 系统 抵御 感染 时 产生 的 和 蛋白质 (讨论 见 第 24 章 )。 它 们 在 蛋白 质 中 是 
很 独特 的 ， 因 为 抗体 有 数 以 10 亿 计 的 不 同形 式 ， 每 一 种 有 一 不 同 的 结合 位 点 能 够 识别 某 一 特异 
的 靶 标 分 子 〈 或 抗原 )。 抗 体 这 种 严格 的 抗原 特异 性 使 得 它们 成 为 细胞 生物 学 家 强 有 力 的 工具 。 
用 荧光 染料 标记 后 的 抗体 ， 常 常 被 用 于 荧光 显 微 方法 中 特定 分 子 的 细胞 内 定位 《图 9-15); 而 对 
于 那些 使 用 胶体 金 之 类 的 电子 密度 高 的 颗粒 来 标记 的 抗体 ， 通 常 在 电镜 下 有 类 似 的 应 用 。 


10pm 


图 9-15 免疫 荧光 技术 
CA) 一 个 培养 的 上 皮 细 胞 的 透射 显 微 照片 显示 了 微 管 和 其 他 纤维 的 分 布 。(B) 用 抗 微 管 蛋白 〈 微 管 的 蛋白 
光 抗 体 这 一 间接 的 免疫 细胞 化 学 技术 染色 同样 区 域 图 9-16)。 箭头 指示 的 是 容易 识别 的 单个 微 管 
衍射 效应 ， 光 学 显微镜 下 微 管 显示 为 0. 2pm 宽 ， 比 它们 实际 的 0.0 
ster, and K. Weber, J. Cell Biol. 77: R27~R34, 1978. 


通过 一 些 化 学 方法 来 增强 信号 能 够 提高 抗体 在 检测 和 分 析 细 胞 以 及 组 织 中 的 特定 分 子 时 的 灵 
第 度 。 例 如 ， 尽 管 能 够 将 荧光 素 等 标记 分 子 直接 偶 联 到 抗体 上 作为 特异 性 识别 的 一 抗 来 使 用 , 但 
不 如 先 用 未 标记 的 一 抗 ， 然 后 用 标记 好 的 二 抗 来 和 一 抗 结合 ， 这 样 能 得 到 更 强 的 信号 (图 9-16)。 

最 敏感 的 信号 放大 方法 是 使 用 酶 作为 标记 分 子 偶 联 到 二 抗 上 。 例 如 ， 碱 性 磷酸 酶 能 够 在 
适当 的 化 学 物 存在 时 ， 产 生 无 机 磷酸 盐 ， 在 局 部 形成 有 色 沉淀 。 这 能 够 显示 出 酶 联 二 抗 的 位 
置 ， 因 此 也 能 显示 出 二 抗 结合 的 抗原 抗体 复合 物 的 位 置 。 由 于 每 个 酶 分 子 能 够 催化 产生 成 千 
上 万 的 产物 分 子 ， 因 此 即使 是 很 微量 的 抗原 也 能 被 检测 到 。 基 于 这 种 原理 ， 酶 联 免疫 分 析 
(ELISA) 作为 灵敏 的 检测 方法 常 被 用 于 医学 检测 中 ， 如 用 于 检测 怀孕 以 及 多 种 传染 病 。 尽 管 
酶 的 放大 效应 使 得 酶 联 方法 灵敏度 非常 高 ， 但 是 有 色 沉 淀 的 扩散 意味 着 这 种 方法 在 显微镜 下 
空间 定位 的 局 限 性 ， 荧 光标 记 常 被 用 于 精确 的 空间 定位 。 

抗体 制备 很 简单 ， 将 抗原 样品 注射 到 小 鼠 或 山羊 等 动物 中 几 次 之 后 ， 收 集 这 些 动物 富 含 
抗体 的 血清 即 可 。 抗 血清 中 包含 不 同 种 类 的 抗体 的 混合 物 ， 每 种 抗体 都 由 一 不 同 的 抗体 分 泌 


WM) 的 菊 
意 的 是 央 为 
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第 一 抗体 :与 抗原 A 第 二 抗体 :与 免 抗 体 专 
作用 的 免 抗 体 一 结合 并 标记 过 的 抗体 
标记 物 


ze 

ON s 
固定 化 的 搞 原 A SS 

gee Ce a 
oe ns eee 
图 9-16 间接 免疫 细胞 化 学 
这 种 检测 方法 非常 化 感 ， 因 为 一 抗 本 身 能 被 许多 二 抗 分 子 识别 。 二 抗 上 共 价 连接 一 个 标记 分 
子 ， 使 之 易于 被 探测 到 。 常 用 的 标记 分 子 包括 荧光 染料 〈 用 于 荧光 显 微 成 像 )、 辣 根 过 氧化 
物 酶 〈 用 于 常规 的 光学 显 徽 成 像 或 电子 显 微 成 像 )、 胶 体 金 颗粒 〈 用 于 电子 显 微 成 像 ) 以 及 
破 性 而 酸 酶 或 过 氧化 物 酶 (用 于 生化 测定 ) 


细胞 〈B 淋巴 细胞 ) 产生 。 不 同 的 抗体 识别 抗原 不 同 的 部 分 (这 叫做 抗原 决定 簇 或 表 位 ) 或 
抗原 制剂 中 的 杂质 。 要 提高 某 一 特定 抗原 的 抗 血清 的 特异 性 ， 有 时 可 以 靠 除去 其 中 那些 结合 
其 他 分 子 的 抗体 来 达到 。 例 如 ， 某 一 抗 蛋白 质 X 的 抗 血 清 ， 可 通过 一 个 连 有 和 蛋白质 Y 和 蛋白 
Mi Z 的 亲 和 柱 来 除去 那些 抗 Y 和 抗 Z 的 抗体 。 即 便 如 此 ， 抗 血清 中 的 不 同 成 分 有 时 还 是 限制 
了 它们 的 有 效 性 。 单 克隆 抗体 的 使 用 很 大 程度 上 解决 了 这 个 问题 (图 8-6) 。 不 过 单 克隆 抗体 
也 有 些 问 题 。 因 为 单 克隆 抗体 是 单一 种 类 的 抗体 蛋白 ， 它 们 对 抗原 的 单一 位 点 或 决定 徐 有 很 
好 的 特异 性 ， 但 是 抗体 有 效 性 也 由 抗原 表 位 的 易 接近 性 决定 ， 这 取决 于 样品 的 制备 过 程 。 例 
如 ， 有 些 单 克隆 抗体 只 和 未 固定 的 抗原 作用 ， 另 一 些 只 和 经 过 特殊 固定 后 的 抗原 作用 ， 还 有 
的 只 和 在 SDS PAGE 中 变性 的 蛋白 质 作用 ， 并 不 能 和 蛋白 质 的 天 然 结构 发 生 作用 。 


使 用 光学 显微镜 进行 复杂 的 三 维 物体 成 像 是 可 能 的 


正如 我 们 所 知道 的 ， 使 用 普通 的 光学 显微镜 来 观察 组 织 ， 需 要 将 组 织 切 成 薄片 供 检查 
切片 越 薄 ， 图 像 越 明 晰 。 在 切片 的 制备 中 ,第 三 维 的 信息 会 丢失 。 那 么 怎样 才能 获得 细胞 或 
组 织 的 三 维 结构 图 像 ， 对 于 那些 由 于 某 种 原因 不 能 切片 制 片 的 样品 怎样 观察 它们 的 显 微 结构 ? 
尽管 光学 显微镜 在 观察 复杂 的 三 维 标本 时 能 够 聚焦 在 一 个 精确 的 焦 平 面 上 ， 但 这 个 标本 焦 平 
面 以 上 或 以 下 的 部 分 也 会 被 照 亮 ， 这 些 区 域 散 射出 的 光 使 得 图 像 出 现 模糊 的 光斑 。 这 种 焦点 
之 外 的 光 使 得 要 盖 明 图 像 的 细节 变 得 很 困难 ， 也 会 模糊 好 的 图 像 构 成 。 

已 经 发 展 出 两 种 方法 来 解决 这 个 问题 : 一 种 是 计算 的 方法 ， 另 一 种 是 光学 方法 。 三 维 显 微 
成 像 方法 通过 滤 去 焦 平面 外 的 光 ， 能 够 在 厚 标本 中 聚焦 到 某 选 定 平面 。 因 此 可 以 看 到 明晰 的 薄 
的 光学 截面 。 提 取 不 同 深度 的 光学 截面 存储 到 电脑 中 ， 很 容易 重 构 出 三 维 图 像 。 这 种 方法 对 于 
那些 用 CT 扫描 仪 检 测 人 体 的 研究 人 员 非 常 有 用 : 这 些 机 器 都 能 给 出 内 部 完整 结构 的 详细 图 像 。 

这 种 计算 的 方法 通常 被 叫做 图 像 去 卷 积 。 要 了 解 它 如 何 运作 ， 需 要 回忆 光 的 波动 性 是 如 
何 使 得 点 光源 通过 显微镜 透镜 系统 成 像 为 一 个 小 的 模糊 斑 ， 如 果 点 光源 位 于 焦 平 面 的 上 方 或 
下 方 会 增 大 图 像 的 不 清晰 。 点 光源 的 这 种 模糊 图 像 被 称 作 点 扩展 函数 。 对 于 一 个 完全 模糊 的 
图 像 ， 可 以 用 相应 的 模糊 斑 来 当 作 标本 中 的 每 个 点 ， 然 后 建立 一 个 复杂 物体 的 图 像 。 对 于 去 
卷 积 (deconvolution) ,我们 首先 通过 显微镜 聚焦 在 一 系列 焦 平 面 上 ， 获 得 一 系列 (模糊 的 ) 
图 像 ， 得 到 模糊 的 三 维 图 像 效果 。 然 后 通过 计算 机 处 理 这 些 图 片 ， 尽 可 能 的 减少 模糊 。 这 计 
算 机 程序 本 质 上 是 使 用 显微镜 点 扩展 函数 来 测定 图 片上 的 模糊 效果 ， 然 后 应 用 等 效 的 去 模糊 
化 (去 卷 积 化 ;， 把 模糊 的 三 维 图 像 转化 为 一 系列 清晰 的 光学 截面 。 这 需要 的 计算 十 分 复杂 
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而 且 使 用 时 有 一 系列 限制 。 不 过 随 着 计算 机 越 来 越 快 也 越 来 越 廉价 ， 图 像 去 卷 积 的 方法 正 变 
得 更 有 力也 更 普遍 。 具 体例 子 如 图 9-17 所 示 。 


(A) 


图 9-17 图 像 去 卷 积 
CA) 果 师 的 多 线 染色 体 的 光学 显 微 照 片 ， 用 荧光 DNA 结合 染料 染色 ,(B) 图 像 去 卷 积 后 同一 
区 域 的 图 像 清楚 地 显示 了 染料 在 染色 体 上 的 结合 图 案 。 每 条 带 大 约 0. 25km 厚 ， 接 近 了 光学 显 
微 镜 分 辩 率 极限 经 John Sedat Laboratory 许可 ) 


共聚 焦 显 微 镜 通过 滤 去 焦 平 面 外 的 光 获 取 光 学 截面 


共聚 焦 显微镜 能 达到 去 卷 积 化 相似 的 结果 ， 不 过 在 测量 前 需要 对 光 进 行 处 理 ， 这 是 一 种 比 
数字 化 更 好 的 技术 。 共 聚焦 显微镜 的 光学 元 件 很 复杂 ， 但 基本 原理 是 简单 的 ， 如 图 9-18 所 示 。 


(A) 


(B) © 


探测 器 
探测 器 


Qh 一 mm ww 日 


荧光 标本 通过 米 自 针 孔 的 聚焦 和 AR: 
光 点 从 而 被 照 亮 HR 


内 发 射 的 荧光 在 人 
并 抵达 探测 器 TERT 
i 


图 918 共聚 焦 荧光 显微镜 
简 图 显示 这 种 显微镜 的 光学 元 件 基本 排列 和 图 9-12 中 显示 的 标准 的 荧光 显微镜 相似 ， 除 了 用 一 东 激 光照 亮 
一 个 小 针 孔 ， 针 孔 的 图 像 能 在 样品 中 聚焦 成 一 个 点 (A)。 从 样 显 中 的 焦点 发 出 的 荧光 在 第 二 个 针 孔 处 被 聚 
焦 (B)。 从 样品 其 他 部 分 发 出 的 光 不 能 聚焦 在 这 里 ， 因 此 不 会 出 现在 最 终 的 图 像 中 〈C)。 用 穿 过 样品 的 光 
东 进 行 扫描 ， 可 以 获得 样品 中 焦 平 面 的 清晰 图 像 ， 这 个 图 像 不 会 受到 来 自 样品 其 他 的 区 域 的 光 干 扰 
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这 种 显微镜 通常 使 用 荧光 系统 (图 9-12)， 但 不 是 一 次 照 亮 整个 标本 ， 用 通常 的 方法 ， 光 
学 系统 瞬时 将 少量 光 聚 焦 到 样品 某 个 深度 的 一 个 点 上 。 这 需要 一 个 非常 亮 的 微小 光源 ;这 通 
常 使 用 通过 针 孔 的 激光 来 提供 。 从 被 照 亮 的 材料 发 出 的 荧光 可 以 被 收集 和 利用 适当 的 光学 探 
测 器 来 得 到 图 像 。 针 孔 开 口 被 安置 在 探测 器 前 ， 这 个 位 置 和 入 射 光 针 孔 是 共 焦 的 ， 也 就 是 说 
从 样品 中 被 照 亮 的 点 发 出 的 光线 在 那个 位 置 能 够 聚焦 。 因 此 在 样品 中 来 自 这 个 点 的 光 在 针 孔 
开口 聚焦 后 进入 探测 器 。 

相对 应 的 ， 来 自 于 聚光灯 焦 平面 之 外 区 域 的 光 在 针 孔 开口 处 焦点 也 是 没 对 准 的 ， 因 此 大 
部 分 进 不 到 探测 器 (图 9-19)。 要 逐步 建立 一 个 二 维 图 像 ， 可 通过 使 用 光栅 扫描 这 个 焦 平面 区 
域 顺序 得 到 每 个 点 的 数据 ， 收 集 这 些 数据 ， 显 示 在 电视 屏幕 上 。 虽 然 没有 显示 在 图 9-18 H, 
这 种 扫描 通常 通过 摆动 置 于 分 色 镜 和 物镜 之 间 的 镜子 来 偏转 光束 ， 入 射 聚光灯 和 探测 器 的 共 
聚焦 针 孔 按照 这 样 一 种 方式 保持 严格 的 记录 。 


a) 


10pm 
图 9-19 常规 荧光 显微镜 技术 和 共聚 焦 荧光 显微镜 技术 的 比较 
这 两 张 显 微 照片 是 关于 同一 个 计 胚 期 果 蜡 胚胎 的 使 用 了 针对 肌 动 蛋白 纤维 的 荧光 探 针 来 染色 。 
CA 常规 的 、 未 处 理 过 的 图 像 被 焦 平面 上 下 存在 的 荧光 结构 模糊 ，(B) 在 共聚 焦 图 片 中 ， 焦 平面 之 外 
的 信息 被 除 挤 ， 获 得 胚胎 细胞 的 一 个 轮廓 清晰 的 光学 截面 经 Richard Warn 和 Peter Shaw 许可 


共聚 焦 显 微 镜 已 经 被 用 于 了 解 许多 复杂 三 维 对 象 的 结构 (图 9-20)， 包 括 细胞 质 中 细胞 骨 
架 纤维 网 络 和 细胞 核 中 染色 体 和 基因 的 排列 。 


(B) 


图 9-20 用 激光 共聚 焦 显 微 照片 进行 三 维 重 构 
(A) 西 雷 莲 的 花粉 粒 具 有 复杂 的 巨 刻 纹 的 细胞 壁 ， 其 中 包含 荧光 成 分 。 使 用 共 育 焦 显微镜 从 花粉 粒 不 同 深度 获得 


的 图 像 能 够 被 重组 成 整 花粉 的 三 维 图 像 。 从 全 套 30 个 截面 《这 些 界面 和 它 的 邻居 间 有 点 重 登 ) 中 选 出 的 3 

个 单独 的 光学 截面 左边 - (B) 斑马 鱼 尾 部 区 域 用 两 种 荧光 染料 染色 ， 在 共聚 焦 显 微 镜 下 成 像 ， 下 面 的 图 像 

是 尾巴 的 一 个 光学 横 截面 ， 这 一 截面 是 当 焦 平面 的 逐渐 提高 时 ， 激 光 在 单线 上 扫描 获得 的 数位 构造 中间 的 暗 腔 
BEER MMWR [ (A) 经 Brad Amos 许 可 ; (B) 经 S Reichelt MW. B. Amos 许 可 ] 
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去 卷 积 法 和 共聚 焦 显 微 成 像 作 为 三 维 光学 显 微 成 像 术 的 优 缺 点 仍然 是 辩论 的 主题 。 共 聚 
焦 显微镜 通常 比 去 卷 积 系统 更 容易 使 用 ， 能 够 快速 观察 到 最 终 的 光学 截面 。 另 一 方面 ， 用 于 
去 卷 积 化 系统 的 新 型 冷却 式 CCD (电荷 耦合 设备 ) 相机 对 于 收集 少量 的 光 非 常 有 效 ， 它 们 能 
用 于 制作 那些 不 容易 染色 或 容易 被 共聚 焦 技 术 中 强 光 伤害 的 标本 的 详细 的 三 维 图 像 。 


电子 显微镜 分 辨 细胞 的 细微 结构 
对 于 任何 形式 的 射线 来 说 分 辨 限度 和 照射 波长 之 间 具 有 严格 的 相关 性 图 9-6)， 无 论 是 


一 东 光 还 是 一 束 电子 。 不 过 使 用 电子 时 分 辩 限 度 可 
能 达到 非常 小 。 一 个 电子 的 波长 随 着 电压 增加 而 减 
小 。 在 一 个 有 着 10 万 伏 加 速 电压 的 电子 显微镜 中 ， 
电子 波长 是 0. 004nm。 这 样 一 台 显微镜 理论 上 的 分 
辩 率 应 该 大 约 为 0.002nm， 这 是 光学 显微镜 的 10 000 
倍 。 相 比 那些 玻璃 镜头 ， 电子 显微镜 镜头 的 偏差 更 
难 被 校正 ， 不 过 大 多 数 新 型 的 电子 显微镜 的 实际 分 
辨 率 能 达到 0. Inm GÅ) (图 9-21) 。 因 为 电子 镜头 
只 有 正中 间 的 部 分 才 被 使 用 ， 有 效 的 数字 孔径 非常 
小 。 此 外 ， 标 本 准备 中 的 问题 和 辐射 伤害 都 将 生物 


图 9.21 电子 显微镜 的 分 辩 限 度 对 象 的 标准 有 效 分 辩 率 限制 为 nm (20A)。 虽 然 如 
这 屿 关于 金条 的 透射 电子 显 微 照片 中 将 晶体 中 原 此 这 大 约 比 光学 显微镜 的 分 辨 率 要 高 100 倍 。 此 外 ， 


FAS BEN 
间 的 距离 是 0. 2nm (2. 


来 ， 两 列 邻 近 的 金 原子 之 在 最 近 这 些 年 ， 随 着 一 种 叫做 场 发 射 枪 的 电子 照射 
V Graham Hills 许可) 源 的 发 展 ， 电 子 显微镜 的 性 能 也 得 到 了 提高 。 这 种 
E 续 的 电子 源 可 充分 提高 能 达到 的 分 辩 素 。 表 9-2 中 列 出 了 电子 显微镜 技术 发 展 中 


! 程 碑 。 


表 9-2 电子 显微镜 及 其 在 细胞 生物 学 中 应 用 的 发 展 过 程 中 的 主要 事件 


1897 年 
1924 年 
1926 4} 
1931 年 
1935 年 
1939 年 
1944 年 
1945 年 
1948 年 
1952 年 


1953 4 
1956 年 


1957 年 


Thomson 宣布 带 负 电 的 颗粒 的 存在 ， 稍 候 命名 为 电子 

de Broglie 提出 运动 的 电子 具有 波动 性 

Busch 证 明了 使 用 一 圆柱 形 磁 透镜 聚焦 电子 束 的 可 能 性 ， 葛 定 了 电子 光学 的 基础 

Ruska 和 合作 者 制作 了 世界 首 台 透射 电子 显微镜 

Knoll 论证 了 扫描 电子 显微镜 的 可 行 性 ，3 年 后 ，Von Ardenne 建造 了 一 台 模型 仪器 
Siemens 生产 出 第 一 台 商 业 化 的 透射 电子 显微镜 

Williams 和 Wyckoff 引入 金属 投影 技术 

Porter, Claude 和 Fullam 使 用 电子 显微镜 检测 组 织 培养 中 的 细胞 ， 采 用 铁 酸 进行 固定 和 染色 
Pease 和 Baker 用 生物 材料 制备 了 超 薄 切片 〈0. 1 一 0. 2pm A) 


Palade, Porter 和 Sjostrand 发 展 出 固定 和 超 薄 切片 方法 ， 使 得 很 多 细胞 内 的 结构 首次 得 以 观察 到 。 这 些 技术 
首先 被 Huxley 用 来 展示 骨骼 肌 中 蛋白 质 纤维 的 排列 ,证 实 了 肌肉 收缩 时 纤维 滑动 假说 

Porter 和 Blum 首次 开发 出 普遍 公认 的 超 微 切片 机 ， 将 Claude A Sjöstrand 引入 的 很 多 部 件 组 合 在 一 起 
Glauert 和 合作 者 指出 环 氧 树脂 Araldite 对 于 电子 显微镜 技术 是 一 种 很 有 效 的 包 埋 剂 。5 年 后 ，Luft 引进 另 
一 种 环 氧 树 脂 Epon 

Robertson 描绘 了 细胞 膜 的 三 层 结构 ， 这 是 第 一 次 用 电子 显微镜 观测 到 的 
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1957 年 最 初 由 Steere 发 展 出 的 冷冻 断裂 技术 ， 被 Moor 和 Mablethaler 完善 了 。 后 来 (1966 Æ), Branton 证 明了 冷 
冻 断 裂 能 够 显示 膜 内 部 的 结构 

1959 年 Singer 使 用 偶 联 了 铁 蛋 白 的 抗体 用 于 电子 显微镜 下 检测 细胞 内 分 子 

1959 年 。 负 架 色 技术 由 Hall 在 此 4 年 前 发 明 ，Brenner 和 Horne 进一步 发 展 了 负 染 色 技术 ， 将 这 一 通用 的 技术 用 于 观 
察 病 毒 、 细 菌 和 蛋白 质 纤维 

1963 年 。 Sabatini、Bensch 和 Barmett FJARA 〈 通 常 接着 用 铁 酸 ) 作为 电子 显微镜 中 的 固定 剂 

1965 年 剑桥 仪器 公司 生产 了 第 一 台 商业 化 的 扫描 电子 显微镜 

1968 年 。 de Rosier 和 Klug 给 出 了 电子 显 微 照片 的 三 维 结构 重建 技术 

1975 年 。 Henderson 和 Unwin 从 未 染色 样品 的 电子 显 微 照 片 中 ， 利 用 基于 计算 机 的 重 构 法 ， 首 次 测定 了 一 膜 蛋白 的 
结构 

1979 年 。 Heuser, Reese 和 合作 者 利用 快速 冷冻 标本 建立 了 高 分 辩 率 的 深度 蚀刻 技术 

1980 年 。 Dubochet 和 合作 者 引入 快速 冷冻 获得 玻璃 态 冰 薄膜 用 于 高 分 辩 率 显 微 成 像 术 

1997 4 Crowther, Fuller, Frank 和 合作 者 利用 单 颗粒 重建 测定 了 病毒 和 核糖 体 的 高 分 辩 素 (8 一 10A) 结构 


透射 电子 显微镜 “TEMD) 的 整体 设计 和 光学 显微镜 的 相似 ， 尽 管 它 要 大 得 多 而 且 颠 倒 过 
来 了 (图 9-22) 。 照 明 源 是 能 发 出 电子 的 一 灯丝 或 阴极 ， 置 于 一 高 约 2m 的 圆柱 的 顶部 。 由 于 
电子 和 空气 分 子 碰撞 后 会 被 分 散 ， 所 以 空气 必须 从 圆柱 中 抽出 以 形成 真空 。 然 后 电子 在 附近 
阳极 作用 下 从 灯丝 开始 加 速 ， 通 过 一 个 小 孔 形成 沿 圆柱 向 下 运动 的 电子 束 。 沿 圆柱 每 隔 一 段 
上 距离 放置 磁铁 聚焦 电子 束 ， 就 像 光学 显微镜 中 用 玻璃 透镜 聚焦 光线 一 样 。 标 本 经 过 密封 过 渡 
仓 被 推 和 真空 ， 进 入 电子 束 的 轨道 。 和 在 光学 显 微 成 像 中 一 样 ， 标 本 通常 要 被 染色 ， 这 种 情 
况 下 使 用 电子 稠密 的 材料 染色 ， 正 如 我 们 下 一 部 分 要 了 解 的 。 一 些 电子 通过 标本 时 被 染 有 电 
子 稠密 的 材料 散射 ， 剩 下 的 在 摄影 板材 或 磷 光 屏 上 被 聚焦 形成 图 像 。 因 为 散射 的 电子 从 电子 
东 中 丢失 ,图像 中 看 上 去 暗 的 部 分 ， 是 因为 这 部 分 电子 通 量 减少 了 ,显示 的 是 标本 的 稠密 
区 域 。 


电子 枪 [ 


< 十 一 HOt 投射 镜头 wt 
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t 
成 像 观 察 成像 在 屏幕 
Y ze 或 底片 上 


0922 光学 显微镜 和 透射 电子 显微镜 的 原理 图 
尽管 光学 显微镜 中 的 透镜 是 由 玻璃 制 成 ， 电 子 显微镜 中 的 透镜 是 磁性 线圈 。 电 子 显微镜 需要 将 
标本 放 在 真空 中 ， 但 这 些 图 强调 了 整体 设计 的 相似 性 。 插 图 显示 的 是 使 用 中 的 透射 电子 显微镜 
CUT FE] 有 限 公司 许可 ) 


用 于 电子 显微镜 的 生物 标本 需要 特别 准备 
在 被 用 于 生物 材料 的 初期 ， 电 子 显 微 镜 展示 了 细胞 中 许多 先前 无 法 成 像 的 结构 。 不 过 在 产 
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图 少 23 电子 显微镜 技术 
中 常用 的 两 种 固定 剂 
戊 二 醋 的 两 个 反应 性 醛 基 
能 够 和 多 种 类 型 的 分 子 交 
联 ， 央 而 在 分 子 之 间 形 成 
共 价 键 。 四 氧化 铁 能 被 许 
多 有 机 物 还 原 ， 并 与 之 形 
成 交 联 复合 物 。 这 对 于 固 
定 细胞 膜 尤其 有 用 ， 因 为 
它 会 和 许多 脂肪 酸 中 存在 

的 C 一 C 双 键 反应 


生 这 些 发 现 之 前 ， 电 子 显微镜 使 用 者 不 得 不 去 发 展 出 一 些 新 的 对 组 织 
包 埋 、 切 割 和 染色 的 过 程 。 因 为 在 电子 显微镜 中 标本 要 暴露 在 非常 高 
的 真空 下 ， 因 此 不 可 能 在 活 的 、 湿 的 状态 下 观察 标本 。 组 织 通常 被 固 
定 保存 ， 最 先 用 的 是 成 二 醛 ， 它 使 得 蛋白 质 分 子 相互 间 共 价 交 联 ， 后 


O 来 用 四 氧化 铁 〈 铁 酸 ) 固定 ， 它 结合 到 脂 双 层 上 ， 将 脂 双 层 像 蛋 白质 


一 样 稳定 下 来 〈 图 9-23)。 因 为 电子 的 穿 透 力 非常 有 限 ， 固 定 后 的 组 织 
在 观察 前 通常 要 被 切割 成 非常 薄 的 切片 50 一 100nm 厚 ， 大 概 是 一 单 
细胞 厚度 的 1/200)。 要 做 到 这 些 ， 需 要 将 样品 脱水 ， 然 后 用 树脂 单 体 
渗透 进去 ， 树 脂 聚 合 后 形成 塑料 固 块 ;然后 在 专门 的 显 微 薄片 切片 机 
上 用 精细 的 玻璃 或 钻石 刀 切 片 。 这 些 无 水 和 其 他 挥发 性 溶剂 的 薄 切 片 
可 以 被 放置 在 一 个 小 圆 金属 网 上 用 于 显微镜 观察 (图 9-24), 

准备 用 于 观察 的 生物 材料 所 需 步骤 从 一 开始 就 考验 着 使 用 电子 
显微镜 的 技术 人 员 。 我 们 如 何 才能 确定 那些 经 过 固定 、 脱 水 、 树 脂 
包 埋 后 的 标本 最 终 所 显示 的 图 像 和 那些 活 细胞 中 原本 存在 的 精巧 的 
含水 的 生物 系统 之 间 还 有 关系 ? 对 于 这 个 问题 现在 最 好 的 方法 是 快 
速 冷冻 。 如 果 一 个 水 相 系 统 被 足够 快 的 冷冻 到 一 足够 低 的 温度 ， 水 
和 其 中 的 其 他 成 分 没有 时 间 重 排 结晶 成 冰 。 水 被 过 度 冷却 转 而 形成 
一 刚 硬 但 非 结晶 的 状态 ， 就 像 一 块 玻璃 ， 这 称 作 玻璃 态 的 冰 。 要 得 


到 这 种 状态 ， 可 以 将 标本 猛 地 放 在 液 氮 冷 却 的 光滑 铜 块 上 ， 或 者 将 标本 插入 液态 丙烷 之 类 的 
制冷 剂 或 将 制冷 剂 喷 在 标本 上 ， 或 者 在 高 压 下 冷冻 标本 。 
用 特殊 的 冷冻 标本 台 可 以 在 电子 显微镜 下 直接 检测 某 些 冷冻 标本 。 其 他 情况 下 冷冻 块 可 


以 被 断裂 暴露 出 内 表面 


或 者 将 周围 的 冰 升 华 暴露 出 外 表面 。 不 过 我 们 通常 希望 观察 薄 切 片 ， 


将 切片 染色 在 电子 显微镜 图 像 中 产生 适当 反差 。 因 此 一 个 折 中 的 方案 是 快速 冷冻 组 织 ， 然 后 


用 有 机 溶液 替换 掉 玻 璃 态 的 水 ， 最 终 将 组 织 包 埋 到 塑 


RRA (ae) 
料 树脂 中 ， 切 片 并 染色 。 尽 管 技术 上 挺 困 难 ， 但 这 个 aii 
方法 能 将 组 织 稳定 保持 在 一 非常 接近 原本 的 生活 状态 a 
的 环境 中 。 
电子 显微镜 中 的 反差 依赖 于 标本 中 的 原子 序数 : ee 
原子 序数 越 高 ， 电 子 被 散射 的 越 多 ， 反 差 越 强烈 。 生 SH 
物 组 织 由 非常 低 的 原子 序数 的 原子 〈 主 要 是 碳 、 氧 、 — a 


A BO 组 成 。 要 使 得 它们 能 被 看 见 ， 它 们 通常 用 铀 


或 铝 等 重金 属 盐 浸 渍 在 切片 前 或 切片 后 )。 细 胞 不 同 


的 组 分 根据 在 重金 属 盐 中 浸渍 或 “染色 ”程度 的 不 同 


图 9-24 TEM 中 支撑 标本 薄 切 片 的 铜 网 


显示 出 不 同 程度 的 反差 。 例 如 ， 脂 质 在 饿 固定 后 往往 被 染 黑 ， 显 露 了 细胞 膜 的 位 置 图 9-25), 
特定 的 大 分 子 能 用 免疫 金 电子 显微镜 进行 定位 


我 们 已 经 了 解 抗体 结合 荧光 显微镜 技术 如 何 用 于 特定 的 大 分 子 的 定位 。 免 疫 金 电子 显微镜 方 
法 作为 一 种 类 似 方法 ， 也 能 被 用 在 电子 显微镜 中 。 通 常 的 步骤 是 用 一 特定 一 抗 孵 育 薄 切 片 ， 然 后 
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图 9-25 用 猴 和 其 他 重金 属 离子 染色 的 根 尖 细胞 
在 这 张 透 射电 子 显 微 照 片 由 ， 细 胞 壁 、 细 胞 核 、 液 泡 、 线 粒 体 、 内 质 网 、 高 尔 基体 和 
核糖 体 都 清晰 可 见 (经 Brain Gunning VF Af) 


和 侦 联 了 胶体 金 颗粒 的 二 抗 作用 。 金 颗粒 电子 密度 大 ， 在 电子 显微镜 中 显示 为 一 


(图 9-26)。 


Es 


~ [| 
C oeu = m 


Cnm67p 


图 9-26 电子 显微镜 技术 定位 蛋白 质 
图 中 显示 ， 运 用 免疫 金 电镜 技术 将 本 母 纺锤 体 极 体 中 的 4 种 成 分 定位 于 特殊 部 位 。 顶 部 照片 所 示 是 一 个 酵母 有 丝 分 烈 
纺锤 体 的 超 薄 切 片 ， 显 示 纺 锤 体 微 管 穿 过 细胞 核 。 连 接 到 包 被 在 核 膜 中 的 纺锤 体 极 体 的 - 此 照片 下 方 显示 的 是 单 
个 纺锤 体 极 体 成 分 的 简 图 。 此 技术 中 使 用 抗 纺锤 体 4 种 不 同 蛋白 质 的 抗体 和 胶体 金 O ， 共 同 显 示 每 种 蛋白 质 在 
复合 结构 中 的 位 置 (经 John Kilmartin 许可 ) 
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使 用 透射 电子 显微镜 通常 得 不 到 薄 切 片 中 细胞 成 分 的 三 维 排列 ， 而 且 也 很 容易 产生 误解 ， 
例如 ， 像 微 管 之 类 的 线 型 结构 在 切片 中 可 能 显示 成 点 状 物 ， 而 通过 一 个 形状 不 规则 固体 的 突 
出 部 分 的 切片 ， 显 示 的 可 能 是 两 个 或 更 多 个 分 散 的 物体 。 虽 然 能 通过 一 系列 的 切片 进行 三 维 
重 构 (图 9-27)， 但 这 仍然 是 元 长 乏味 的 做 法 。 

然而 即使 再 薄 的 切片 相对 于 电子 显微镜 的 分 辨 率 也 要 厚 的 多 ， 因 此 即便 是 使 用 相应 的 方 
法 也 可 能 产生 误解 。 电 子 显微镜 使 用 非常 小 的 光圈 ， 这 种 光学 设计 能 够 得 到 大 的 景深 ， 所 以 
图 像 看 上 去 相当 于 是 不 同 深度 结构 的 合影。 对 于 免疫 金 标记 的 更 复杂 的 因素 是 抗体 和 胶体 金 
颗粒 渗入 到 包 被 树脂 中 ; 因此 它们 只 能 被 用 于 检测 切片 表面 的 抗原 。 由 于 分 布 在 切片 内 部 的 
抗原 分 子 不 能 被 检测 到 ， 首 先 这 意味 着 检测 的 灵敏 度 不 高 ; 其 次 ， 对 于 结构 中 是 否 包含 抗原 
也 可 能 得 到 错误 的 印象 。 这 问题 的 一 种 解决 方法 是 在 塑胶 包 埋 标本 前 ， 标 记 试 剂 还 很 容易 靠 
近 细 胞 和 组 织 的 时 候 ， 进 行 标记 。 直 径 大 约 Inm 的 非常 小 的 金 颗粒 很 适用 于 这 种 方法 。 像 这 
么 小 的 金 颗粒 在 最 终 的 切片 中 通常 是 不 可 见 的 ， 所 以 使 用 类 似 照 相 显影 的 化 学 方法 ， 以 lnm 
的 金 颗粒 为 核 ， 用 额外 的 银 或 金 来 包 被 。 


用 扫描 电子 显微镜 获取 表面 图 像 


扫描 电子 显微镜 (SEM) 能 够 直接 获取 标本 表面 的 三 维 结构 图 像 。 和 透射 电子 显微镜 相 
比 ，SEM 通常 是 更 小 、 更 简单 也 更 便宜 的 设备 。TEM 利用 j 本 的 电子 来 形成 图 像 ， 而 
SEM 利用 标本 表面 反射 或 发 出 的 电子 成 像 。 用 于 检测 的 标本 需要 辕 定 、 干 燥 以 及 在 表面 涂 上 
-重金 属 薄 层 。 此 外 ， 也 能 通过 快速 冷冻 ， 然 后 将 标本 转 到 冷冻 标本 镜 台 上 用 显微镜 直接 观 
察 。 通 常 完整 的 植物 或 小 动物 几乎 不 需要 什么 准备 过 程 就 可 以 直接 放 到 显微镜 中 (图 9-28) 。 
然后 用 一 束 非常 罕 的 电子 束 扫描 上 述 方法 准备 的 标本 。 测 量 第 一 束 电子 友 击 金属 表面 时 散射 


图 9-27 一 系列 切片 的 三 维 重 构 


单个 薄 切 片 有 时 会 造成 令 人 误解 的 印象 。 在 这 
个 例子 中 ， 包 含有 一 个 分 岔 的 线粒体 的 细胞 的 
切片 大 部 分 看 上 去 含有 二 三 个 分 离 的 线粒体 。 
而 且 切片 4 和 7 可 能 会 被 认为 显示 了 不 同 处 理 


下 的 线粒体 。 然 而 ， 从 这 一 系列 切片 中 可 以 重 
构 出 真实 的 三 维 形状 
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图 9-28 一 个 发 育 中 的 小 麦 花 或 穗 
这 个 精致 的 花 穗 被 快速 冷冻 ， 用 一 薄 金属 层 包 被 ， 
在 冷冻 状态 下 用 SEM 检测 。 这 一 低 倍 的 显 微 照 
片 ， 显 示 了 SEM 的 大 景深 (经 Kim Findlay 许可 ) 


或 发 出 的 电子 的 量 ， 并 和 另 一 东 完 全 同步 的 电子 束 进行 对 比 ， 然 后 成 像 在 电视 荧光 屏 上 。 使 
用 这 种 方法 ， 可 以 得 到 高 度 放 大 的 表面 图 像 (图 9-29). 


样本 散射 电子 


标本 


图 9-29 扫描 电子 显微镜 
- 束 聚 焦 在 样品 表面 的 电子 东 扫 描 ， 其 中 一 个 电磁 卷 板 起 到 透镜 作用 电 
子 束 禾 击 表面 连续 的 点 时 散射 和 发 出 的 电子 数量 通过 探测 器 测量 ， 这 些 电子 的 数量 被 用 来 控制 显 


在 一 个 SEM 中 。 


示 屏 所 放大 的 图 像 中 的 亮度 。SEM 可 以 获得 三 维 物体 大 景深 的 突出 的 图 像 ， 图 像 的 分 辨 
率 根据 所 用 设备 在 3nm 到 20nm 之 间 《照片 经 FEL Company Ltd 许可 


SEM 技术 提供 了 大 的 景深 此外， 巾 于 电子 散射 的 数量 依赖 于 电子 束 和 表面 之 间 的 角 
度 ， 图 像 通 过 高 亮 和 阴影 给 出 了 三 维 外 观 (图 9-28 和 图 9-30)。 但 是 只 有 表面 特征 才能 被 检 
测 出 来 ， 而 且 多 数 SEM 能 达到 的 分 辩 率 不 是 太 高 大约 10nm， 有 效 放大 倍率 为 20 000 倍 ) 。 
因此 ， 这 种 技术 通常 被 用 于 研究 全 细胞 和 组 织 ， 而 不 是 亚 细 胞 器 。 不 过 最 近 一 种 使 用 亮 连续 
场 发 射 枪 作为 电子 源 的 具有 非常 高 分 辨 率 的 SEM 已 经 发 展 起 来 了 。 这 类 SEM 产生 的 图 像 在 
分 辩 率 上 可 以 和 TEM 产生 的 图 像 媲美 (图 9-31) 。 


在 透射 电子 显微镜 的 高 分 辩 率 下 通过 金属 阴影 来 检测 表面 特征 


TEM 也 能 被 用 来 研究 标本 的 表面 ， 而 且 一 般 来 说 比 使 用 SEM 的 分 辩 率 要 高 ， 使 用 TEM 能 
够 观测 到 独立 的 大 分 子 。 就 像 在 扫描 电子 显 微 技术 中 一 样 ， 干 燥 的 标本 表面 也 被 喷 上 铂 之 类 的 
重金 属 薄 层 。 金 属 呈 斜 角 喷 溅 上 去 ， 以 至 于 最 后 沉淀 下 来 后 某 些 地 方 的 金属 层 会 比 其 他 地 方 的 
要 厚 些 ， 这 个 过 程 被 称 为 投影 法 ， 因 为 这 种 投影 效果 产生 的 阴影 能 够 给 图 像 以 三 维 外 观 。 

某 些 用 这 种 方法 包 被 的 标本 足够 的 薄 且 小 ， 电 子 束 能 够 直接 穿 过 它们 。 对 于 单个 分 子 、 
病毒 或 者 细胞 壁 ， 在 投影 法 之 前 ， 先 要 被 干燥 到 一 张 平 的 支撑 膜 上 ， 这 种 膜 对 电子 有 相应 的 
通 透 性 ， 如 用 碳 或 塑料 。 对 于 较 厚 的 标本 ， 在 投影 法 之 后 ， 必 须要 将 细胞 中 的 有 机 物 都 溶解 
掉 ， 只 留 下 标本 表面 的 薄 金 属 复制 层 。 在 用 碳 膜 来 加 固 这 复制 层 ， 然 后 放 在 架子 上 ， 按 照常 
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图 9-30 扫描 电子 显 微 成 像 术 
CA) 牛蛙 内 耳 中 的 绒毛 细胞 突出 的 纤毛 的 扫描 电子 显 微 照片 。 为 了 对 比 ， 相 同 的 结构 也 通过 B) 微分 干涉 
相差 光 党 显 微 成 像 和 “C) 菏 层 透射 电子 显 微 成 像 来 显示 〈 经 Richard Jacobs 和 James Hudspeth 许可 ) 


50nm 


图 9-31 核 孔 
M 配 有 一 个 场 发 射 枪 作为 电子 源 。 核 孔 每 侧 的 这 些 
10 比较 (经 Martin Goldberg 和 Terry Allen 许可 ) 


快速 冷冻 的 核 膜 在 高 分 辩 率 的 SEM 下 成 像 ， 
图 像 体现 了 SEM 分 辩 率 的 极限 ， 这 可 以 : 


规 方法 用 透射 电子 显微镜 进行 检测 〈 图 9-32)。 
冰冻 断裂 和 冰冻 蚀刻 电子 显微镜 方法 获取 细胞 内 部 的 面 层 图 像 


冰冻 断裂 电子 显微镜 方法 提供 了 一 种 观测 细胞 膜 内 部 的 方法 。 细 胞 被 冷冻 后 用 一 刀片 破 
开 。 断 裂 面 通常 经 过 脂 双 层 的 疏水 中 心 ， 从 而 露出 细胞 膜 的 内 部 。 获 得 的 断裂 面 用 铀 投影 ， 
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| 园 定 物 
_ ian | 
经 过 灯丝 干燥 的 重 
金属 投影 到 样本 上 
aed ea 


复制 品 被 漂浮 到 一 种 强力 这 
剂 表面 ， 其 能 将 样本 溶解 掉 


图 9-32 标本 表面 金属 投影 复制 层 的 准备 

注意 金属 的 厚度 反映 了 原 妨 标本 的 表面 轮廓 
有 机 物 被 溶解 掉 ， 复 制 层 浮 起 后 用 电子 显微镜 观测 (图 9-32)。 腊 内 颗粒 使 得 这 种 复制 层 上 呈 
现 很 多 小 凸 起 ， 象 征 着 大 的 跨 膜 蛋白 。 这 种 技术 提供 了 一 方便 生动 的 显现 膜 平 面 上 蛋白 质 分 
布 的 方法 〈 图 9-33)。 


Ohm 


图 33 植物 叶绿体 中 的 类 囊 体 膜 
此 图 为 冰冻 断裂 电子 显微镜 照片 ， 图 中 显示 ,执行 光合 作用 的 类 鹿 体 的 膜 是 堆积 成 多 层 图 14-34). BR TT 
从 一 层 跨 至 另 一 层 ， 途 经 每 个 脂 双 层 的 中 部 ， 并 暴露 出 双 分 子 层 中 的 跨 膜 蛋白 ， 这 些 蛋 白质 的 体积 很 大 ， 因 
而 能 在 铂 复制 层 platinum replica) 中 以 膜 内 颗粒 的 形式 投影 并 显示 出 来 。 膜 中 所 见 的 最 大 颗粒 是 完整 的 光 
ARHI 一 个 由 多 种 蛋白 质 形 成 的 复合 体 〈 经 L、A、 Stachelin 许可 ) 
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另外 一 种 方法 是 冰冻 蚀刻 显微镜 方法 ， 这 种 方法 既 可 用 于 检测 细胞 外 表 也 能 检测 细胞 内 
部 。 这 种 技术 中 ， 冰 冻 样 品 像 上 述 过 程 一 样 用 刀片 骤然 撕 开 。 然 后 稍微 升温 ， 在 真空 中 冰 升 
华 〈 这 过 程 也 称 作 冻 干 )， 冰 层 低 于 细胞 。 通 过 蚀刻 过 程 细 胞 暴露 出 来 的 部 分 然后 再 用 前 面 提 
到 的 投影 法 制作 一 个 铂 的 复制 层 。 这 种 技术 能 够 暴露 出 细胞 的 内 部 结构 ， 并 且 能 非常 清晰 地 
显示 出 这 些 结构 的 三 维 构造 (图 9-34)。 


Olam 


934 在 昆虫 肌肉 中 蛋白 质 纤维 的 规则 排列 
要 获得 这 一 图 像 ， 肌 肉 细胞 要 被 快速 冷冻 到 液 氨 的 温度 ， 从 细胞 质 断 改 ， 经 历 深度 蚀刻 ， 然 后 
准备 一 个 金属 投影 的 复制 层 ， 在 高 分 辩 率 下 检测 (经 Roger Cooke 和 John Heuser 许可) 


负 妆 色 和 低温 电子 显 微 成 像 术 能 在 高 分 辩 率 下 观察 到 大 分 子 


尽管 使 用 重金 属 投影 法 提供 对 比 后， 能 够 容易 地 用 电子 显微镜 观察 DNA 或 大 蛋白 质 等 
独立 的 大 分 子 ， 但 是 使 用 负 染 色 能 够 更 好 地 观察 到 细微 结构 。 负 染色 技术 中 ， 使 用 乙酸 双 氧 
铀 之 类 的 重金 属 盐 溶液 浸泡 由 碳 薄膜 支持 的 分 子 。 样 品 干燥 后 ， 除 了 大 分 子 所 在 的 地 方 ， 其 
他 地 方 都 覆盖 了 一 薄 层 重金 属 盐 。 因 为 和 周围 的 重金 属 染料 相 比 ， 大 分 子 更 容易 让 电子 通过 ， 
因此 可 以 得 到 反 转 的 或 负 的 图 像 。 负 染色 对 于 观察 大 分 子 的 聚合 体 尤 其 有 用 ， 如 可 用 于 观察 
病毒 、 核 糖 体 和 蛋白 质 丝 的 亚 组 分 结构 (图 9-35). 


Tom 


图 9-35 肌 动 蛋白 丝 负 染 色 
在 这 张 透射 电子 显微镜 照片 中 ， 每 根 肌 丝 直径 大 约 为 snm， 进 一 步 观察 发 现 肌 丝 
看 上 去 是 由 球形 肌 动 蛋白 分 子 形成 的 螺旋 链 所 组 成 的 〈 经 Roger Craig 许可 ) 
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投影 法 和 负 染 色 都 能 提供 大 分 子 聚 合体 高 对 比 度 的 表面 图 像 ， 不 过 这 两 种 技术 的 分 辩 率 
都 受 限 于 投影 或 染色 中 所 使 用 的 最 小 金属 颗粒 的 尺寸 。 新 近 的 方法 能 够 直接 在 高 分 辨 率 下 观 
察 病毒 之 类 的 内 部 形态 的 三 维 结构 。 在 这 种 被 称 作 低温 电子 显 微 成 像 术 的 技术 中 ， 关 键 是 要 
快速 冷冻 形成 玻璃 态 冰晶 。 病 毒 或 大 分 子 复 合 物 的 水 悬 液 在 电镜 栅 上 形成 一 层 非常 薄 的 膜 
(大 约 100nm) 。 然 后 将 标本 放 进 冷冻 液 中 快速 冷冻 。 在 显微镜 的 真空 器 中 用 一 特殊 的 样品 台 
使 含水 标本 保持 在 一 160"C， 不 需要 固定 、 染 色 和 干燥 就 可 以 直接 观察 。 和 负 染 色 方 法 不 同 的 
是 ， 水 合 低温 电子 显微镜 成 像 术 能 直接 获取 大 分 子 本 身 的 图 像 。 不 过 ， 正 如 我 们 接 下 来 要 讨 
论 的 ， 要 想 尽 可 能 的 获得 结构 信息 ,需要 特定 的 图 像 处 理 技术 。 


多 重 图 像 能 组 合 到 一 起 提高 分 辩 率 


无 论 是 从 电子 显微镜 还 是 从 光学 显微镜 获得 的 图 像 ， 都 是 由 粒子 〈 电 子 或 光子 ) 撞击 某 
类 检测 器 得 到 的 。 不 过 这 些 粒子 受 量 子 力学 的 约束 ， 因 此 预计 到 达 检测 器 的 粒子 数量 只 有 统 
计 学 意义 。 在 粒子 数量 非常 多 的 情况 下 ， 反 映 标本 图 像 的 粒子 在 检测 器 的 分 布 是 可 以 精确 测 
定 的 。 但 是 在 粒子 数量 较 少 的 情况 下 ， 在 每 个 区 域 被 检测 到 的 粒子 数量 呈 统 计 上 的 波动 ， 导 
致 底 图 的 模糊 。 这 种 扰乱 标本 底 图 的 随机 波动 归于 噪声 。 噪 声 对 于 未 染色 大 分 子 的 电子 显 微 
成 像 方法 来 说 是 特别 严重 的 问题 ， 而 且 这 对 于 低 光 照 水 平 下 的 光学 显 微 成 像 也 很 重要 。 一 个 
蛋白 质 分 子 要 不 被 破坏 所 能 承受 的 电子 照射 量 每 次 每 平方 纳米 不 超过 10 个 电子 ， 这 种 照射 量 
低 于 原子 分 辩 清 晰 成 像 所 需 。 

上 述 问 题 的 解决 方案 是 获取 许多 同样 分 子 的 图 像 ， 很 可 能 需要 上 万 张 单独 的 图 像 ， 然 后 
将 这 些 图 像 合并 起 来 得 到 一 平均 图 像 ， 来 揭示 原来 图 像 中 被 噪声 掩盖 的 结构 细节 。 不 过 在 这 
些 单独 的 图 像 合并 之 前 ， 它 们 必须 彼此 对 齐 。 有 时 可 能 需要 促使 蛋白 质 或 复合 物 结晶 ， 每 个 
分 子 能 按 规则 点 阵 同 向 排列 。 这 种 情况 下 ， 图 像 对 齐 的 问题 很 容易 解决 ， 用 这 种 电子 晶体 学 
方法 已 经 测定 了 原子 分 辨 率 下 的 几 种 蛋白 质 结构 。 不 过 原则 上 结晶 阵列 不 是 绝对 必需 的 。 借 
助 计算 机 ， 任 意 分 布 的 分 子 的 图 像 可 以 被 加 工 并 合并 进行 高 分 辩 率 重 构 。 我 们 接 下 来 要 说 明 
这 一 点 。 


来 源 于 不 同方 向 的 图 像 能 被 组 合 到 一 起 进行 三 维 重 构 


记录 来 自 电子 显微镜 的 图 像 的 探测 器 展现 了 二 维 图 像 。 因 为 显微镜 的 大 景深 ， 三 维 标 
本 的 所 有 部 分 都 是 清晰 的 ， 因 此 得 到 的 图 像 是 沿 观察 方向 的 结构 的 投影 。 如 果 我 们 从 许多 
不 同 的 方向 观察 同一 标本 ， 第 三 维 上 丢失 的 信息 可 以 被 恢复 。 用 于 这 项 技术 的 计算 方法 在 
20 世纪 60 年 代 被 设计 出 来 ， 现 在 已 经 被 广泛 用 于 医学 计算 机 体 层 摄影 (CT) 扫描 。 在 
CT 扫描 中 ,成像 设 备 在 患者 周围 移动 获取 不 同 的 图 像 。 在 电子 显微镜 (EM) 断层 扫描 成 
像 术 中 ， 显 微 镜 中 的 标本 台 被 倾斜 ， 这 也 能 达到 同样 的 效果 。 使 用 这 种 方法 ， 将 显微镜 视 
野 中 许多 同样 分 子 的 一 系列 图 像 合 并 ， 可 以 得 到 某 一 选 定 方向 上 的 三 维 重 构图 像 。 每 -图 
像 个 别 来 看 时 噪声 非常 大 ， 但 合并 三 维 的 图 像 并 取 一 平均 值 ， 噪 声 能 被 大 量 消除 ， 得 到 分 
子 结构 的 清晰 图 像 。 
电子 显微镜 断层 扫描 成 像 术 现在 被 广泛 用 于 测定 结晶 或 非 结晶 的 标本 中 的 分 子 结构 以 及 
细胞 或 细胞 器 的 薄 切片 等 大 的 目标 。 对 于 那些 具有 内 在 对 称 的 结构 ， 像 螺旋 或 二 十 面体 病毒， 
这 是 一 项 特别 成 功 的 技术 ， 因 为 它 使 得 图 像 调 整 的 任务 更 简单 也 更 精确 。 图 9-36 显示 了 高 分 
辩 率 下 利用 图 像 组 合 技术 测定 的 一 个 二 十 面体 病毒 的 结构 ， 图 9-37 显示 了 同样 方法 测定 的 核 
糖 体 的 结构 。 
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图 936 电子 显微镜 断层 扫描 成 像 术 
乙肝 病毒 球形 组 白 质 外 这 被 保存 在 一 薄 层 冰 中 (A) 并 在 TEM 下 成 像 。 通 过 电子 显微镜 断层 扫描 成 像 方 法 上 千 个 这 种 
颗粒 被 组 合 到 一 起 得 到 这 个 二 十 面体 颗粒 的 三 维 图 像 ， 显 示 在 〈B) H. (O 单个 蛋白 二 聚 体 的 两 幅 图 像 ， 这 些 二 聚 体 
形成 了 外 党 表面 的 那些 穗 ， 这 两 幅 图 像 显示 重 构 的 分 辩 率 (7. 4 AD 足够 分 辨 多 肽 链 全 部 的 折 益 [A) 经 B Böttcher, 
S A Wynne 和 R A. Crowther 许 可 ; (B) 和 (C) 摘自 B Böttcher, S A Wynne and R. A. Crowther, Nature 386; 
88~91, 1997. © Macmillan Magazines Ltd] 


图 9-37 用 电子 显微镜 断层 成 像 术 测 得 E.coli 
70S 核糖 体 的 三 维 结构 
小 亚 单位 被 染 成 黄色 ， 大 亚 单位 被 染 成 蓝 色 。 分 辨 
率 为 11.2A GWH L S Gabashvili et al., Cell 
100; 537~549, 2000, @Elsevier) 


胞 中 特定 的 分 子 。 活 细胞 可 用 相差 显微镜 、 


用 晶体 的 阵列 ， 电 子 显 微 成 像 术 达 到 了 
0. 3nm 的 分 辨 率 ， 这 足以 观察 到 蛋白 质 的 内 在 原 
子 排列 ， 也 足以 和 X 射线 晶体 学 的 分 辨 率 相 匹 
敌 。 对 于 单 微粒 的 重 构 ， 分 辨 限度 大 约 是 0. 8nm, 
这 足以 识别 蛋白 质 亚 组 分 和 结构 域 以 及 有 些 蛋 白 


质 的 二 级 结构 。 尽 管 作为 大 分 子 结构 测定 方法 ， 
电子 显 微 成 像 术 不 太 可 能 替代 X 射线 晶体 学 〈 讨 


论 见 第 8 章 )， 但 它 有 一 些 非 常 明显 的 优势 。 首 
先 ， 它 并 不 完全 需要 结晶 标本 。 其 次 ， 对 于 由 于 
太 大 或 不 稳定 以 至 于 得 不 到 好 的 结晶 的 复杂 结构 ， 
它 也 能 处 理 。 电 子 显 微 成 像 术 提供 了 单 分 子 尺度 
和 全 细胞 尺度 之 间 的 桥梁 。 

小 结 


许多 光学 显 微 技 术 可 用 于 观测 细胞 。 固 定 和 
染色 后 的 细胞 能 用 传统 的 光学 显微镜 来 研究 ， 偶 
联 了 荧光 染料 的 抗体 可 用 在 荧光 显微镜 下 定位 细 
微分 干涉 相差 显微镜 、 暗 视 场 显微镜 或 明 视 场 显 


微 镜 来 观察 。 电 子 成 像 处 理 技术 推动 了 光学 显微镜 的 各 种 形式 ， 这 能 增强 图 像 的 灵敏 度 、 改 
善 图像 质量 。 共 聚焦 显微镜 和 图 像 去 卷 积 都 提供 了 更 薄 的 光学 截面 并 可 用 于 三 维 图 像 的 重 构 。 


要 检测 细胞 中 膜 和 细胞 器 的 细微 结 构 需要 更 高 的 分 辨 率 ， 透射 电子 显微镜 能 达到 这 


特定 的 大 分 子 可 以 通过 偶 联 了 胶体 金 的 抗体 来 进行 定位 。 细 胞 和 组 织 表面 的 三 维 图 像 可 以 通 
过 扫描 电子 显微镜 获取 。 通 过 重金 属 投影 或 负 业 色 勾 画 获得 的 独立 的 大 分 子 的 形状 ， 也 能 容 
易 地 用 电子 显微镜 检测 出 来 。 使 用 计算 的 方法 ,通过 一 种 称 为 电子 显微镜 断层 扫描 的 技术 ， 
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能 够 将 不 同方 向 获得 的 多 重 图 片 进行 大 分 子 和 分 子 复合 物 的 细节 重 构 。 
观察 活 细胞 中 的 分 子 


在 细胞 生活 周期 ， 即 使 最 稳定 的 细胞 结构 也 要 经 过 装配 、 分 解 和 重组 。 当 细胞 引导 自身 
行为 以 及 对 环境 应 答 时 ， 其 他 一 些 在 分 子 尺度 上 很 大 的 结构 也 会 快速 变化 、 移 动 和 重组 。 复 
杂 的 、 高 度 组 织 化 的 分 子 机 器 在 细胞 中 移动 组 分 ， 控 制 组 分 进出 细胞 核 、 从 一 个 细胞 器 到 另 
一 个 细胞 器 以 及 进出 细胞 。 

这 部 分 我 们 将 描述 一 些 用 于 活 细胞 中 研究 动态 过 程 的 方法 。 所 有 的 成 像 都 需要 使 用 某 
种 形式 的 放射 线 ， 光 线 是 对 生命 系统 破坏 最 少 的 射线 之 一 。 已 经 发 展 出 多 种 技术 在 显微镜 
中 观察 活 细胞 的 特定 分 子 。 这 其 中 大 多 数 方法 基于 荧光 标记 或 指示 剂 的 使 用 。 小 到 Cat 或 
HT+ 之 类 的 无 机 离子 ， 大 到 特定 蛋白 质 、RNA 或 DNA 等 大 分 子 都 可 以 用 这 种 方法 清楚 地 
成 像 。 不 过 光学 显 微 成 像 术 并 不 是 解决 这 一 问题 的 唯一 方法 ， 显 微 镜 也 不 是 唯一 必需 的 
设备 。 


使 用 发 光 指 示 剂 度量 细胞 内 离子 浓度 的 快速 变化 


研究 单个 活 细胞 化 学 的 一 种 方法 是 将 一 纤细 的 、 离 子 敏感 的 玻璃 微 电 极 直接 穿 过 细胞 质 
膜 插 到 细胞 内 部 。 这 项 技术 通常 用 于 测量 H. Na, Kt, CA Cat 等 常见 无 机 离子 在 细 
胞 内 的 浓度 。 但 是 离子 敏感 微 电 极 只 能 显示 细胞 中 某 一 点 的 离子 浓度 ， 对 于 Cat 之 类 的 非常 
低 浓度 的 离子 响应 慢 且 有 些 不 稳定 。 因 此 ， 这 些微 电极 并 不 能 完美 地 记录 下 细胞 质 中 钙 离子 
浓度 快速 和 瞬时 的 变化 ， 而 钙 离子 在 调控 细胞 对 胞 外 信号 的 应 答 起 重要 作用 。 这 种 变化 可 以 
用 离子 灵敏 指示 剂 来 分 析 ， 离 子 灵敏 指示 剂 发 出 的 光 反 映 了 离子 浓度 。 这 些 指示 剂 其 中 一 些 
是 发 光 的 〔 自 然 发 光 )， 另 一 些 是 荧光 的 感光 后 发 光 ) 。 

Aequorin (发 光 蛋 白质 ) 是 一 种 从 水 母 中 分 离 得 到 的 发 光 蛋 白 ; 它 在 钙 离子 存在 时 发 
出 光 ， 并 且 当 钙 离 子 浓度 在 0. 5 一 10km 范围 内 变化 时 做 出 反应 。 例 如 ， 将 发 光 蛋 白质 显 微 
注射 到 一 个 卵 中 ， 当 卵 受 精 时 ， 在 局 部 会 有 自由 钙 离 子 突然 释放 到 细胞 质 中 ， 此 时 发 光 蛋 
白质 做 出 应 答 瞬 间 发 光 (图 9-38)。 发 光 蛋 白质 也 在 植物 和 其 他 生物 中 转基因 表达 ， 这 也 提 
供 了 一 种 无 需 显 微 注射 就 可 监测 这 些 生物 细胞 中 钙 离子 的 方法 ， 而 显 微 注 射 可 不 算 一 种 容 
易 的 操作 。 

发 光 蛋 白质 之 类 的 生物 发 光 分 子 发 出 微量 的 光 ， 每 个 指示 剂 分 子 最 多 只 能 发 出 几 个 光子 ， 
这 很 难 测量 。 荧 光 指 示 剂 每 个 分 子 能 产生 更 多 的 光子 ， 因 此 它们 更 容易 被 测量 并 且 能 给 出 更 
好 的 空间 分 辨 率 。 牢 周 结合 了 钙 离子 的 荧光 钙 离 子 指示 剂 和 没有 结合 钙 离 子 的 指示 剂 在 激发 
光 或 发 射 光 的 波长 上 有 轻微 不 同 。 通 过 测量 在 两 种 激发 光 或 发 射 光 波长 下 荧光 强度 的 比率 ， 
钙 离子 结合 的 指示 剂 和 未 结合 钙 离 子 的 指示 剂 的 浓度 比率 能 够 被 测定 ， 这 样 就 提供 了 一 种 测 
定 自由 钙 离子 的 浓度 的 灵敏 方法 。 这 种 类 型 的 指示 剂 被 广泛 用 于 荧光 显微镜 下 实时 监测 细胞 
内 不 同 部 分 钙 离子 浓度 的 变化 〈 图 9-39)。 

相似 的 荧光 指示 剂 可 用 于 测量 其 他 离子 。 例 如 ， 某 些 被 用 于 测量 氢 离 子 和 细胞 内 的 pH。 
这 类 荧光 指示 剂 中 有 些 能 够 通过 扩散 进入 细胞 ， 因 此 不 需要 显 微 注射 ; 这 也 使 得 在 荧光 显 微 
镜 下 同时 检测 大 量 的 单个 细胞 成 为 可 能 。 新 型 的 指示 剂 和 新 的 图 像 处 理 方法 联合 起 来 ， 能 得 
到 许多 类 似 的 快速 和 准确 的 分 析 细 胞 内 多 种 小 分 子 浓度 变化 的 方法 。 
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图 9-38 一 种 发 光 蛋 白 Aequorin 
Aequorin 蛋白 在 有 游离 Ca? 存在 时 发 光 。 图 中 所 示 为 注射 了 Aequorin 蛋白 的 销 鱼 卵 ， 
这 种 如 在 全 部 细胞 质 中 扩散 ， 然 后 这 个 卵 和 精子 受精 ， 在 图 像 增强 剂 的 办 助 下 成 像 ， 这 
4 张 俯视 照片 是 在 精子 进入 位 点 的 上 方 每 隔 10s 拍摄 的 ， 显 示 了 从 质 膜 下 的 内 部 储备 中 释放 游 
WAS Ca? 进入 细胞 质 的 波 。 穿 过 这 个 卵 的 波 起 始 于 精子 进入 的 位 点 ， 如 左边 的 简 图 所 显示 G 
ALJ. C Gilkey. L. F. Jaffe, E. B. Ridgway and G. T. Reynolds, J. Cell Biol. 76; 448 


466, 1978, © The Rockefeller University Press) 


图 9-39 使 用 荧光 指示 剂 观察 细胞 内 的 
Cat 浓度 

小 脑 中 的 一 个 浦 肯 野 细胞 树 突 分 支 从 其 他 神经 元 
接收 到 100 000 个 以 上 的 突 触 。 照 片 底部 显示 细胞 
的 输出 信号 离开 细胞 体 沿 着 轴 突 传 递 。 单 个 浦 肯 
野 细胞 OKANO 的 胞 内 Ca 浓度 的 图 像 通过 

个 低 照度 相机 拍摄 ， 其 中 采用 了 对 Cat 敏感 的 
荧光 指示 剂 fura-2。 通 过 不 同 的 颜色 表现 出 自由 
Catt 的 浓度 ， 红 色 代表 最 高 浓度 ， 蓝 色 代表 最 低 
浓度 。 最 高 的 Ca 水 平 振 现在 成 千 个 的 树 突 中 
($Æ D. W. Tank, J. A. Connor, M. Sugimori 和 

R. R. Llinas 许可 ) 
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几 种 将 不 透 膜 的 分 子 导 入 细胞 的 方法 


无 论 是 识别 细胞 内 蛋白 质 的 抗体 ， 还 是 荧光 探 针 标记 的 普通 细胞 蛋白 质 ， 或 者 是 影 
响 细胞 行为 的 分 子 ， 能 将 这 些 不 透 膜 的 分 子 导 入 活 细 胞 中 通常 很 有 用 。 其 中 一 种 方法 是 
使 用 微量 吸管 将 分 子 显 微 注射 人 细胞 。 有 一 种 特别 有 用 的 技术 被 称 作 荧光 模拟 细胞 化 
学 ， 在 此 方法 中 纯化 好 的 蛋白 质 被 偶 联 上 荧光 染料 并 被 显 微 注射 进入 细胞 。 当 细胞 生长 
和 分 袭 的 过 程 中 ,使 用 荧光 显微镜 可 以 追踪 到 该 注射 的 蛋白 质 。 如 若 将 微 管 蛋 白 〔 微 管 
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的 亚 组 分 ) 用 红色 荧光 染料 标记 , 将 能 在 活 细胞 中 实时 追踪 微观 动态 (图 18-21 
和 图 16-12)。 

抗体 可 以 被 显 微 注射 人 细胞 ， 去 阻碍 那些 抗体 所 识别 的 分 子 的 功能 。 例 如 ,将 抗 肌 浆 球 
蛋白 全 型 的 抗体 注射 人 海胆 卵 中 ,将 阻止 卵细胞 一 分 为 二 ， 即 使 细胞 核 分 裂 已 经 照常 发 生 。 
这 一 观察 证 明了 细胞 分 裂 中 肌 浆 球 蛋 白 在 分 裂 细 胞 质 的 收缩 过 程 中 担任 的 必需 角色 ， 但 对 于 
细胞 核 的 分 裂 它 并 不 是 必需 的 。 

虽然 已 经 广泛 使 用 ， 显 微 注 射 要求 每 个 细胞 单独 被 注射 ; 因此 一 次 至 多 只 能 研究 几 百 个 
细胞 。 其 他 有 些 方法 可 允许 大 群 细胞 同时 被 透 过 。 例 如 ， 其 中 有 一 种 能 部 分 地 破坏 细胞 质 膜 
的 结构 ， 提 高 膜 通 透 性 ， 这 通常 可 以 通过 使 用 一 强力 电击 或 低 浓度 的 去 垢 剂 等 化 学 物质 来 实 
现 。 这 种 电学 技术 可 在 质 膜 中 造成 许多 大 和 孔 而 不 伤害 细胞 内 的 膜 。 这 些 孔 可 以 保持 开放 状态 
儿 分 钟 到 几 小 时 ， 这 依赖 于 细胞 类 型 和 电击 大 小 ， 这 些 孔 允 许 大 分 子 快速 进出 细胞 溶质 。 这 
种 电 穿孔 的 方法 作为 将 DNA 分 子 导入 细胞 的 方法 对 于 分 子 遗传 学 也 有 价值 。 用 一 有 限 的 处 
理 ， 这 些 细胞 中 的 大 部 分 修复 了 它们 的 细胞 质 膜 存活 下 来 。 

第 三 种 将 大 分 子 导入 细胞 的 方法 是 使 用 包含 有 大 分 子 的 微 囊 和 细胞 质 膜 融 合 。 要 将 新 基 
因 导 人 细胞 核 ， 可 以 将 包 被 了 DNA 的 金 颗粒 高 速射 和 人 细胞。 这些 方法 都 已 经 在 细胞 生物 学 
中 广泛 使 用 ， 如 图 9-40 所 示 。 


es 
玻璃 微 吸 管 。 后 施加 一 个 极 短 的 电击 i © 3 
Ie) 
~、®) | 
| 7 
1 包 被 DNA 的 金 颗粒 
MEERMAN AT CY EANN 被 高 速射 入 细胞 ， 
质 在 其 重新 分 合 之 前 进入 细胞 EUR 导致 新 基因 的 稳定 
| ri Pr ire ais 


上 


图 9-40 将 不 透 膜 的 物质 导入 细胞 的 方法 
(A) 依靠 施加 压力 通过 一 个 微 吸管 将 物质 注射 到 细胞 中 ， 如 果 物 质 带 电 ， 还 可 通过 施加 电压 驱使 物质 形成 离子 流 进入 
细胞 [一 种 被 称 作 离 子 透 入 法 (iontophoresis) 的 技术 ]。(B) 采用 短 时 但 强烈 的 电击 破坏 细胞 膜 ， 使 得 细胞 膜 对 那些 
物质 有 瞬时 的 通 透 性 。(C) 将 要 研究 的 物质 装 人 封闭 的 膜 微 半 然后 引导 膜 微 赛 和 丢 细 胞 融合 。(D) DNA 包 被 的 金 颗 
粒 用 于 将 新 基因 导入 细胞 核 


“ 笼 状 ” 前 体 分 子 的 光 感 应 活化 作用 促进 了 对 细胞 内 动态 的 研究 

许多 细胞 内 过 程 具有 复杂 和 快速 的 特性 ， 艾 如 信号 分 子 的 活动 或 细胞 骨架 蛋白 的 运动 ， 
这 使 得 在 单 细胞 水 平 研究 这 些 过 程 比较 困难 。 理论 上 ， 人 们 希望 能 够 将 任何 要 研究 的 分 子 
在 精确 的 时 间或 位 置 导 和 人 到 活 细胞 并 能 追踪 它 随 后 的 行为 以 及 细胞 的 应 答 。 对 投递 位 置 和 
时 间 的 控制 的 难度 限制 了 显 微 注射 。 更 有 力 的 方法 是 合成 要 研究 的 分 子 的 非 活性 态 ， 将 它 导 
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X 分 子 人 细胞 ， 然 后 通过 聚焦 一 个 光斑 在 细胞 中 选 定 


Rtn uc 的 位 点 活化 该 分 子 。 这 种 类 型 的 非 活性 态 的 光 

CY SATO 敏 前 体 叫做 答 状 分 子 ,可 以 由 包括 C, 

cAMP, GTP 和 三 磷酸 肌 醇 在 内 的 多 种 的 小 分 

无 活性 的 X 分 子 的 自由 、 有 活 “ 子 构成 。 这 些 笼 状 分 子 可 以 通过 图 9-40 中 提 到 
Peas cre) 2A 。 性 的 Xx 分 子 


的 方法 导 和 细胞， 然后 通过 一 东 激 光 脉 冲 活化 
图 9-41 BRD (图 9-41)。 显 微 镜 可 用 于 将 光 脉 冲 聚焦 到 细胞 
这 幅 图 显示 了 一 个 分 子 (图 中 所 指 的 X) HARER 任 一 微小 区 域 ， 这 样 实验 者 能 够 正确 控制 分 子 
Epa e A 投递 的 位 置 和 时 间 。 例 如 ， 用 这 种 方法 可 以 研 
的 离 直接 的 方法 寺 轩 这 种 情况 下 使 用 能 结 完 细胞 内 信号 分 子 释放 进入 胞 质 的 瞬时 作用 。 
ECERAN AMURE, Rea Cs” ”荧光 分 子 也 是 笼 状 化 时 的 重要 工具 。 将 光 
敏 荧 光 染 料 结合 到 纯 蛋 白质 上 得 到 笼 状 分 子 。 
使 用 笼 状 荧光 染料 标记 时 蛋白 质 表面 被 加 上 了 大 量 的 大 基 团 ， 这 很 容易 改变 蛋白 质 的 性 
质 ， 因 此 不 同 于 放射 性 同位 素 标记 〈 其 中 只 有 被 标记 的 原子 核 内 的 中 子 发 生变 化 ) ti 
后 的 蛋白 质 能 保持 生物 活性 非常 重要 。 一 个 满意 的 标记 方案 通常 需要 反复 试验 才能 建立 。 
到 了 具有 生物 活性 的 标记 和 蛋白质， 它 的 行为 可 以 在 活 细胞 内 被 追踪 。 例 如 ， 用 笼 状 
荧光 素 标记 的 微 管 蛋白 可 以 被 并 人 有 丝 分 裂 纺锤 体 的 微 管 中 ;， 当 纺锤 体 的 一 小 片区 域 被 激 
时， 标记 的 微 管 蛋 白 发 出 荧光 ， 因 此 它 沿 纺锤 体 微 管 的 运动 可 以 被 容易 的 追踪 到 
(图 9-42)。 从 原理 上 看 ， 相 同 的 技术 可 以 被 用 于 任何 蛋白 质 。 


(A) (B) 


10 pm 


图 942 将 短 形 荧光 素 连 接 到 微 管 蛋白 上 检测 有 丝 分 裂 纺锤 体 中 微 管 的 变化 
CA) MAEHE Xenopus) 的 卵 中 提取 的 有 丝 分 殉 中 期 的 纺锤 体 上 用 3 种 荧光 标记 物 结合 ， 罗丹 明 标记 的 
微 管 蛋 白 (红色 ) 标记 了 所 有 的 微 管 ， 一 种 蓝 色 的 DNA 绑 定 染料 标记 了 染色 体 ， 先 形 荧光 素 标记 的 微 管 异 白 
也 组 合 到 所 有 的 微 管 中 ， 但 是 因为 它 是 非 荧光 的 ， 所 以 看 不 见 ， 直 到 被 紫外 线 激活 。(B) 一 束 紫 外 线 用 来 在 
局 部 释放 光 素 标记 微 管 蛋白 ， 大 部 分 刚好 在 赤道 板 的 左 侧 。 不 久 后 (O 中 是 1. 5min 后 ，(D) 中 是 
2. 5min 后 ]， 释 放 的 荧光 素 - 微 管 蛋白 信号 被 观察 到 朝 左 边 的 纺锤 体 移动 ， 这 显示 了 尽管 纺锤 体 大 体 上 没有 变 
化 《通过 红色 罗丹 明 标记 的 微 管 蛋白 的 荧光 所 观察 到 的 )， 但 微 管 蛋白 仍 持续 向 两 极 移动 〔 图 片 摘自 K，E. 
Sawin and T. J. Mitchison, J. Cell Biol. 112; 941~954, 1991. © The Rockefeller University Press) 
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绿色 荧光 蛋白 用 于 标记 活 细胞 或 组 织 中 的 蛋白 质 


上 述 讨论 的 所 有 荧光 分 子 必须 在 细胞 外 制造 ， 然 后 人 工 导 人 人 细胞。 对 那些 自身 固 
有 荧光 的 蛋白 质 分 子 基因 编码 的 发 现 ， 显 示 了 大 量 新 的 机 会 。 基 因 工 程 因 而 可 以 建立 
那些 自 带 可 视 化 标记 的 细胞 系 。 这 些 细胞 内 指示 分 子 通 过 发 出 荧光 显示 它们 在 胞 内 的 
运作 。 

细胞 生物 学 中 用 于 该 目的 荧光 蛋白 中 最 重要 的 
是 绿色 荧光 蛋白 (GFP), HE HAKE Aequo- 
ria victoria 中 分 离 。 这 种 蛋白 质 由 一 可 克隆 的 单 基 
因 按 常规 方式 编码 ， 可 以 被 导入 其 他 种 类 的 细胞 
中 。 刚 翻译 出 的 蛋白 质 并 不 是 荧光 的 ， 但 是 大 约 在 
一 小 时 内 ， 经 过 自 催化 的 翻译 后 修饰 ， 该 蛋白 质 形 
成 了 一 保护 在 桶 状 蛋 白质 内 部 、 高 效 的 发 荧光 中 心 
(图 9-43)。 对 于 最 初 的 基因 已 经 进行 了 大 范围 的 位 
点 定向 突变 ， 可 以 从 动物 、 植 物 、 真 菌 到 微生物 等 
生物 体 中 获得 荧光 。 荧 光 效率 也 被 提高 ， 得 到 了 吸 
收 和 发 射 光谱 在 蓝 绿 黄 范 围 内 变化 的 变异 体 。 最 近 
在 珊瑚 虫 中 发 现 了 荧光 相关 蛋白 质 的 一 个 家 族 ， 因 
此 将 范围 扩展 到 光谱 的 红 光 区 域 。 

GFP 最 简单 的 一 个 用 途 是 作为 监测 基因 表达 的 
报道 分 子 。 要 研究 的 基因 的 启动 子 用 于 控制 GFP 编 
码 基因 转录 ， 构 建 一 转基因 生物 ; 这 将 能 在 活体 中 
直接 给 出 基因 表达 模式 的 可 见 图 像 。 另 一 应 用 是 将 
肽 定位 信号 加 到 GFP 上 ， 引 导 GFP 到 细胞 特定 部 这 里 用 示意 图 显示 的 GFP 结构 中 最 突出 的 部 分 
位 ， 如 内 质 网 或 线粒体 ， 照 亮 这 些 细胞 器 使 得 可 在 是 形成 栖 板 的 11 条 8B 链 。 天 在 彬 内 部 的 是 活性 
生活 状态 进行 观察 。 色素 分 子 〈 晴 绿色 )， 这 是 通过 3 个 氨基 酸 残 基 

GFP 的 DNA 编码 序列 也 能 被 插入 到 另 一 蛋 ”突出 的 侧 链 翻译 后 形成 的 《图片 摘 自 M，Ormo 
白质 起 始 或 终止 的 位 置 ， 得 到 由 GFP 域 和 那 种 et al. ，Science 273，1392 一 1395，1995) 
蛋白 质 组 合 到 一 起 的 新 蛋白 质 。 在 很 多 情形 下 
GFP 融合 蛋白 具有 和 原 蛋 白质 相同 的 运转 方式 ， 可 以 直接 显示 原 蛋 白质 的 位 置 和 活性 
(图 9-44)。 通 常 可 以 证 明 GFP 融合 蛋白 和 未 标记 蛋白 质 在 功能 上 是 等 效 的。 例如 ， 
可 以 用 GFP 融合 蛋白 来 摊 救 原 蛋 白质 缺失 突变 。 在 活 生 物 体 中 GFP 标记 是 显示 蛋白 
质 分 布 和 动力 学 的 最 清晰 明确 的 方法 (图 9-45)。 

GFP 及 其 类 似 物 的 用 途 正 快速 增加 。 例 如 ，DNA 或 RNA 可 以 将 结合 某 特 定 蛋 白质 的 寡 
核 背 酸 序列 并 人 它们 的 拷贝 中 ， 然 后 再 同一 细胞 中 表达 加 有 GFP 标签 的 结合 蛋白 。 另 一 个 用 
途 是 通过 荧光 共振 能 量 转移 (FRET) 监测 两 种 蛋白 质 的 相互 作用 《图 8-49)。 这 项 技术 中 ， 
要 研究 的 两 个 分 子 分 别 用 不 同 的 荧光 染料 标记 ， 选 择 的 两 种 荧光 染料 应 该 满足 其 中 一 种 的 发 
射 光谱 和 另 一 种 的 吸收 光谱 交 释 。 如 果 这 两 种 蛋白 质 结合 使 得 它们 所 带 荧光 染料 彼此 能 非常 
靠近 〈 比 大 约 2nm 还 近 )， 吸 收 光 的 能 量 能 够 直接 从 一 个 荧光 染料 转移 到 另 一 个 荧光 染料 。 
因此 ， 当 用 第 一 个 荧光 染料 激发 波长 的 光照 射 复合 物 时 ， 光 会 按 第 二 个 荧光 染料 的 发 射 波长 
发 出 。 使 用 具有 不 同 光谱 的 GFP 变种 作为 荧光 染料 ， 这 种 方法 可 以 用 于 监测 信号 分 子 和 它们 
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图 943 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 
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图 9-44 GEP 标签 技术 (GFP tagging) 
CAD 拟 南 并 叶子 的 上 表面 被 大 分 估 的 单 细胞 毛 状 物 覆 盖 ， 这 些 毛 状 物 是 从 表皮 的 表面 起 来 的 。 这 些 毛 状 物 或 
毛 状 体 ， 能 够 通过 SEM RIR. (D 如 果 一 个 拟 南 闪 中转 人 一 个 融合 了 GFP t talin ( 种 和 肌 动 表白 结合 的 
和 蛋白质) DNA 编码 序列 ， 在 转基因 植物 的 所 有 活 细胞 中 产生 的 荧光 talin 蛋白 会 结合 到 肌 动 蛋白 纤维 上 。 共 
珍 焦 显微镜 能 够 显示 毛 状 体 整个 肌 动 蛋白 细胞 骨架 的 动态 绿色 ) 荧光 是 由 叶 表 皮下 的 叶绿素 产生 的 
(A) 经 Paul Linstead 许可 ; (B) 经 Jaideep Mathur 许可 ] 


Sum 


E 9-45 GFP 标记 的 动态 
由 片 顺 序 显示 了 了 在 一 小 时 过 程 中 拍摄 的 一 活 细胞 核 的 一 系列 三 维 图 像 烟 草 细胞 用 融合 了 GFP 
接 体重 白 稳定 转化 ， 这 种 蛋白 质 被 集中 在 叫做 Cajal 体 的 核 小 体 中 图 6-48)。 用 激光 共聚 焦 
显 微 技术 很 容易 看 见 荧光 Cajal 体 在 细胞 核 内 四 处 运动 的 动态 结构 经 Kurt Boudonck, Liam 
Dolan 和 Peter Shaw 许可 ) 


受 体 之 间 的 相互 作用 过 程 。 
光 除 了 用 于 对 微小 物体 成 像 外 还 可 用 于 操纵 微小 物体 


光子 带 有 少量 动量 。 这 意味 着 一 个 物体 吸收 或 偏转 一 束 光 时 会 感受 到 微小 的 力 。 采 用 普 
通 光 源 时 ， 这 种 辐射 压力 太 小 没有 意义 。 不 过 这 宙 尺 度 很 重要 〈 有 助 于 防止 星体 内 部 引 
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力 塌 缩 )， 更 普通 点 的 是 在 细胞 生物 学 实验 室 中 ， 强 烈 聚 焦 的 激光 束 能 够 施加 足够 大 的 力 将 周 
围 微小 物体 推 人 细胞 。 如 果 激 光束 聚焦 在 一 个 折射 率 高 于 周围 环境 的 某 物 体 上 时 ， 光 束 被 折 
射 ， 导 致 大 量 光 子 改变 方向 。 光 子 偏转 方式 将 物体 控制 在 光束 的 焦点 ;如 果 物 体 开始 慢 慢 从 
这 个 位 置 散 开 ， 一边 所 受 的 辐射 压 比 男 一 边 高 ， 物 体 被 推 回去 。 因 此 通过 操作 一 聚焦 激光 束 ， 
通常 用 红外 激光 这 种 细胞 成 分 吸收 最 低 的 激光 ， 人 们 能 建立 “光学 急 子 ”来 移动 细胞 器 或 染 
色 体 等 亚 细 胞 物体 。 这 种 方法 被 用 于 测量 由 单个 肌 动 蛋白 - 肌 球 蛋 白 分子 、 单 个 微 管 马达 以 及 
RNA 聚合 酶 所 施加 的 力 。 

能 被 生物 材料 更 强 吸收 的 强烈 聚焦 激光 束 也 能 被 直接 用 作 光 子 刀 ， 用 来 杀 死 特殊 的 细胞 、 
在 细胞 上 切 出 或 灼 出 孔 或 将 细胞 内 的 成 分 彼此 分 开 。 用 这 些 方法 ， 光 学 设备 可 作为 用 于 细胞 
显 微 外 科 的 基本 工具 盒 。 


可 用 放射 性 同位 素 标记 的 分 子 


正如 我 们 所 了 解 的 ， 细 胞 生物 学 中 测定 特殊 分 子 的 量 、 了 解 特定 分 子 在 细胞 中 的 位 
置 以 及 对 细胞 外 信号 应 答 时 分 子 含量 和 位 置 的 变化 ， 这 些 通常 是 很 重要 的 。 要 研究 的 分 
子 从 Ca 或 H* 之 类 的 无 机 离子 到 特定 蛋白 质 、RNA 和 DNA 等 大 分 子 。 到 目前 为 止 我 
们 已 经 描述 了 用 于 分 析 这 类 分 子 的 荧光 方法 的 灵敏 程度 ， 也 描述 了 如 何 跟踪 活 细胞 中 分 
子 的 动态 行为 。 在 本 章 的 最 后 ， 我 们 描述 放射 性 同位 素 如 何 用 于 显示 特定 分 子 通过 细胞 
的 路 径 。 

大 多 数 自然 存在 的 元 素 是 由 轻微 不 同 的 同位 素 组 成 的 混合 物 。 它 们 的 原子 核 的 质量 彼 
此 有 些 差 别 ， 但 是 因为 有 着 相同 数量 的 质子 和 电子 ， 所 以 它们 的 化 学 性 质 相 同 。 放 射 性 同 
位 素 中 原子 核 是 不 稳定 的 ， 会 经 历 随机 裂变 产生 一 不 同 的 原子 。 在 裂变 的 过 程 中 ， 电 子 之 
类 的 高 能 亚 原子 颗粒 或 y 射线 之 类 的 放射 线 被 发 出 。 使 用 化 学 合成 的 方法 将 一 个 或 多 个 放 
射 性 原子 结合 到 要 研究 的 糖 或 氨基 酸 等 小 分 子 中 ， 在 任何 生物 反应 中 那个 分 子 可 以 被 
追踪 。 

尽管 自然 存在 的 放射 性 同位 素 很 稀少 
(因为 它们 的 不 稳定 性 ), 但 可 以 用 高 能 粒 。 表 9-3 生物 学 研究 中 常用 的 一 些 放射 性 同位 素 


子 帮 击 稳定 原子 这 一 核反应 大 量 生产 放射 同位 素 半衰期 
性 同位 素 。 结 果 很 容易 得 到 很 多 生物 学 上 =p 14 天 
重要 元 素 的 放射 性 同位 素 〈 表 9-3)。 它们 ay 8.1 天 
发 出 的 射线 可 用 多 种 方法 监测 。 电 子 H ss 87 天 
子 ) 可 以 根据 它们 在 气体 中 引起 的 电离 用 nc 5570 天 
盖 格 计数 器 检测 ， 或 者 用 闪烁 计数 器 检测 Ca 164 天 
在 闪烁 流体 中 它们 引起 的 微小 闪光 。 这 种 3H 12.3% 


Fa AEA MAE bs A hE BT HE ae AR CLF MONEE 
位 素 颗粒 的 精确 数量 。 使 用 光学 或 电子 显 序 排列 . "1 也 发 出 7 射线 。 半 训 期 是 指 50% 的 同位 素 原 子 发 
微 镜 ， 用 放射 自 显影 术 也 能 检测 标本 中 放 ” 生 裂变 所 需要 的 时 间 。 

射 性 同位 素 的 位 置 。 所 有 的 这 些 检测 方法 

都 非常 灵敏 : 在 有 利 的 环境 中 ， 几 乎 每 次 裂变 ， 也 就 是 说 每 个 发 生 裂 变 的 原子 ， 都 能 被 检 
测 到 。 
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放射 性 同位 素 作为 示 踪 分 子 用 于 细胞 和 组 织 中 


生物 学 中 放射 现象 的 最 早 应 用 之 一 是 在 光合 作用 中 追踪 碳 的 化 学 途径 。 单 细胞 绿 藻 养 在 
包含 有 放射 标记 的 CO。(*CO;》 的 大 气 中 ,将 它们 暴露 在 阳光 下 多 次 后 ， 通 过 纸 层 析 分 离 出 
它们 的 可 溶性 成 分 。 小 分 子 中 包含 有 来 自 于 CO, 的 *C， 通 过 放置 在 干燥 的 纸 色 谱 上 的 照相 底 
片 可 检测 到 这 些 。 用 这 种 方法 可 以 鉴定 从 CO, 到 糖 类 等 光合 作用 途径 中 主要 的 成 分 。 

放射 性 分 子 几乎 可 以 用 于 追踪 细胞 中 任 一 活动 的 过 程 。 在 一 典型 实验 中 将 放射 性 前 体 分 子 
供应 给 细胞 。 放 射 性 分 子 和 先前 未 被 标记 的 分 子 混合 在 一 起 ; 因为 它们 仅仅 在 原子 核 的 重量 上 
有 轻微 差别 ， 所 以 细胞 处 理 这 些 分 子 是 一 致 的 。 放 射 性 分 子 的 位 置 和 化 学 形式 的 变化 可 以 实时 
监测 。 使 用 脉冲 追踪 标记 方案 能 够 提高 这 种 实验 的 分 辨 率 ， 这 种 方法 中 放射 性 物质 〈 脉 冲剂 ? 
加 入 非常 短 的 时 间 后 被 洗 掉 ， 然 后 重新 加 入 非 放 射 性 的 分 子 〈 追 踪 剂 )。 按 规则 的 时 间 间 隔 取 
样 ， 可 鉴定 每 个 样品 中 放射 性 的 化 学 形态 或 位 置 (图 9-46)。 例 如 ， 将 脉冲 追踪 实验 和 放射 自 显 
影 相 结 合 ， 对 于 盖 明 蛋白 质 从 内 质 网 到 细胞 外 部 的 分 泌 途 径 有 重要 意义 (图 9-47) 。 


rast ouse 
L Z 
A A 
B B 
[2 Ç 
D D 


图 946 一 个 使 用 放射 性 同位 素 脉 冲 -追踪 的 典型 试验 
标记 为 A、B、C 和 了 的 4 个 腔 表 示 细 胞 中 不 同 的 部 分 〈 通 过 放射 自 显影 或 细胞 分 高 
实验 测定 ) 或 不 同 的 化 学 成 分 〈 通 过 色谱 或 其 他 化 学 方法 测定 )。 一 个 真实 的 脉冲 - 追 

踪 实 验 的 结果 见 图 9-47 


图 947 电子 显微镜 放射 自 显影 成 像 术 
在 胰腺 吕 细 胞 的 脉冲 -追踪 实验 中 ， 首 先 用 3H- 亮 氨 酸 解 育 Smin (脉冲 )， 接 着 使 用 过 量 未 标记 的 亮 氮 酸 《追踪 )。 
该 氨基 酸 主要 用 于 合成 胰岛 素 ， 然 后 被 分 洲 。 追踪 实验 发 现 ，10min 后 ， 标 记 蛋 白质 已 经 从 粗糙 内 质 网 移动 到 高 尔 
基体 〈A)， 在 照相 乳液 中 形成 的 黑色 银 颗 粒 显示 蛋白 质 所 在 的 位 置 。45min 后 ， 标 记 蛋 白质 发 现 于 电子 致密 的 分 
泌 颗粒 中 〈B)。 图 中 显示 的 圆 形 微小 银 颗粒 由 一 种 特殊 的 显影 剂 产 生 ， 不 要 与 免疫 金 标记 技术 中 看 起 来 类 似 的 黑 
色 小 点 混淆 (图 $26)。 与 此 类 似 的 实验 在 建立 新 合成 的 分 泌 蛋 白 所 采取 的 胞 内 途径 中 是 重要 的 (经 L_ Orci 许可 ， 
摘自 Diabetes 31: 538~565, 1982, © American Diabetes Association. Inc) 
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放射 性 同位 素 标记 方法 在 区 别 化 学 组 成 相同 但 经 历 不 同 〈 如 在 合成 时 间 上 不 一 样 ) 的 分 
子 方面 具有 独特 的 价值 。 通 过 这 种 方法 ， 可 以 显示 活 细胞 中 几乎 所 有 的 分 子 都 不 断 地 被 降解 
和 替换 ， 即 使 细胞 已 经 不 再 生长 明显 处 于 稳 态 了 。 这 种 “周转 ”有 时 发 生 的 非常 慢 ， 没 有 放 
射 性 同位 素 几乎 不 可 能 检测 出 来 。 


现在 几乎 所 有 的 常见 小 分 子 的 放射 性 形式 并 
都 能 从 商业 来 源 获得 ， 实 际 上 无 论 多 复杂 的 生 Pn 
物 分 子 都 能 用 放射 性 标记 。 可 以 将 放射 性 原子 9 9 9 RN ae i 
并 入 化 合 物 结构 的 特定 部 位 ， 使 得 能 够 追踪 生 0-?-0- 了 ?07-0-05o、Y】 
物 反 应 中 同一 分 子 不 同 部 分 分 离 的 情 0 0° o 
况 (图 9-48)。 [cam aye 

正如 前 面 提 到 的 ， 放 射 现象 在 细胞 生物 学 ea 
中 的 一 个 重要 用 途 是 使 用 放射 自 显影 法 使 放射 de 
性 化 合 物 局 限于 整个 细胞 或 组 织 的 局 部 。 在 这 o o o nel oN 
个 过 程 中 ， 按 光学 或 电子 显 微 成 像 方法 进行 固 o_1_o_1_o 1 oo。 cn o NCSA 
unazen. aM MRR b b b 这 Dy 
放射 性 化 合 物 的 脉冲 下 ， 培 养 适当 的 时 间 ， 使 aid 一 人 
得 它们 能 够 并 人 那些 化 合 物 。 然 后 当 放射 性 同 OHOH 
ALAR BEAS MH AAE JH RAAE K BER FL PAITO E Hr PE RE BE Nii 
个 标本 ， 搁 置 在 暗 处 几 天 。 然 后 将 摄影 乳剂 显 Nessi 
影 ， 显 影 的 银 颗 粒 的 位 置 显示 了 每 个 细胞 中 放 0 9 9 uC 
射 性 的 位 置 ( 图 5-33?。 如 果 细胞 被 暴露 在 'H- “05370?-0a9-0-05o、] >N 
胸腺 咯 啶 脱氧 核糖 核 车 DNA 的 一 个 放射 性 0 0 0 ia Dp 
前 体 ) 中， 可 以 显示 DNA 在 细胞 核 中 的 合成 na oh Wapa 
和 并 保持 在 那里 。 相 反 ， 如 果 细 胞 被 暴露 在 
* H- PR mE WERE FE CRNA 的 一 个 放射 性 前 体 ) 图 9-48 放射 性 同位 素 标记 的 分 子 


中 , 会 发 现 RNA 现在 细胞 核 内 合成 然后 被 快 ”商业 上 提供 的 ATP 的 3 种 放射 类 型 ， 其 中 红色 显示 的 
速 转移 到 细胞 质 中 。 通 过 凝 胶 电 泳 将 分 子 分 开 “是 放射 性 原子 。 图 中 也 显示 了 鉴定 放射 性 原子 的 位 置 
后 ,放射 性 标记 的 分 子 也 能 通过 放射 自 显影 方 nd 

法 检测 :使 用 这 种 方法 蛋白 质 (图 8-17) 和 核 

酸 (图 8-23) 在 凝 胶 上 的 位 置 通常 都 能 被 检测 出 来 。 


小 结 


利用 现 有 技术 几乎 可 以 探测 、 测 量 和 追踪 活 细胞 中 任 一 想 研究 的 分 子 。 例 如 ， 荧 光 指 示 
剂 染料 能 够 用 于 测量 单个 细胞 或 细胞 中 不 同 部 分 的 特定 离子 的 浓度 。 通 过 构建 无 活性 的 “ 笼 
状 ” 前 体 可 以 追踪 活 细胞 中 许多 分 子 的 动态 行为 ， 那 些 前 体 可 以 被 导入 细胞 ， 然 后 在 细胞 中 
某 选 定 区 域 被 光 刺 激 反应 激活 。 绿 色 荧光 蛋白 (GFP) 通过 基因 操作 能 附着 其 他 蛋白 质 ， 是 
特别 通用 的 探 针 。 实 际 上 任何 要 研究 的 蛋白 质 都 能 通过 基因 工程 得 到 GFP 融合 蛋白 ， 然 后 通 
过 荧光 显 微 成 像 术 在 活 细 胞 中 成 像 。 多 种 元 素 的 放射 性 同位 素 也 被 用 于 生物 化 学 和 显微镜 学 
中 追踪 特定 分 子 的 命运 。 
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第 了 部 分 细胞 的 内 部 构造 


膜 结 构 

小 分 子 的 膜 运输 和 膜 的 电 性 质 
细胞 内 区 域 和 蛋白 质 分 选 
细胞 内 的 膜 泡 运输 

能 量 转换 线粒体 和 叶绿体 
细胞 通讯 

细胞 骨架 

细胞 周期 与 程序 性 细胞 死亡 
细胞 分 裂 的 机 制 


细胞 质 的 组 织 


膜 蛋 白 。 插 入 到 细胞 膜 中 的 特殊 蛋白 产生 的 空 ， 可 以 使 分 子 顺利 通过 。 


10 膜 
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脂 双 层 


细胞 膜 对 于 细胞 的 生存 是 至 关 紧要 的 。 质 膜 环 绕 着 细胞 ， 确 定 了 细胞 的 轮廓 ， 保 持 细胞 
质 和 细胞 外 环境 的 本 质 不 同 。 在 真 核 细 胞 中 ， 膜 能 够 维持 内 质 网 、 高 尔 基体 、 线 粒 体 以 及 其 
他 有 膜 包 被 的 细胞 器 中 的 内 含 物 和 细胞 质 之 间 的 特性 差异 。 膜 上 有 专门 的 蛋白 质 能 形成 跨 膜 
离子 梯度 ， 这 种 梯度 通常 能 帮助 合成 ATP， 驱 使 某 些 溶质 的 跨 膜 运动 或 者 在 神经 及 肌肉 细胞 
中 产生 并 传导 电信 号 。 在 所 有 细胞 中 ， 质 膜 上 也 有 些 蛋白 质 作为 外 部 信号 的 感受 器 ， 使 细胞 
通过 改变 自身 行为 对 环境 信号 做 出 应 答 ; 这 些 蛋白 质感 受 器 〈 或 者 称 做 受 体 ) 跨 膜 传递 的 信 
号 不 仅仅 是 离子 或 分 子 。 

无 论 生物 膜 的 功能 多 么 不 同 ， 所 有 的 膜 结构 大 致 一 样 : 都 是 由 一 非常 薄 的 脂 质 膜 和 蛋白 
质 分 子 组 成 ， 蛋 白质 分 子 和 脂 质 膜 主要 是 通过 非 共 价 相互 作用 结合 在 一 起 。 细 胞 膜 是 流动 的 
结构 ， 大 多 数 上 面 的 分 子 能 在 膜 平面 上 移动 。 脂 类 分 子 排列 成 snm 厚 的 连续 双 层 (图 10-1), 
脂 双 层 构 成 了 膜 流动 结构 的 基础 ， 作 为 不 透水 层 阻挡 了 大 多 数 水 溶性 分 子 通 过 。 幅 在 脂 双 层 
中 的 跨 膜 蛋白 质 分 子 几乎 行使 了 膜 的 其 他 所 有 功能 ， 例 如 ， 有 些 蛋 白质 分 子 运输 特定 分 子 穿 
过 膜 ， 有 些 能 催化 合成 ATP 等 膜 相 关 反 应 。 质 膜 中 ， 有 些 蛋白 质 穿 过 脂 双 层 将 细胞 骨架 和 细 
或 邻近 的 细胞 连接 起 来 ， 而 某 些 其 他 蛋白 质 作为 受 体 可 检测 并 转换 细胞 周围 环境 中 
。 正 如 人 们 预料 的 ， 有 许多 不 同 的 膜 蛋白 使 细胞 能 行使 功能 并 和 环境 发 生 相 互 作 
-， 由 动物 细胞 基因 组 编码 的 蛋白 质 中 ， 估 计 大 约 有 30% 的 是 膜 蛋 白 。 
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图 10-1 细胞 膜 的 三 幅 图 
(A) 一 个 质 腊 (人 红细胞 的 ) 截面 的 电子 显微镜 照片 ，(B) 和 O 这 些 示意 图 显示 了 细胞 膜 二 维和 三 维 的 图 像 
(A, 经 Daniel S Friend 许 可 ) 
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本 章 我 们 主要 涉及 生物 膜 的 两 种 主要 成 分 〈 脂 质 和 膜 蛋白 ) 的 结构 和 构成 。 尽 管 我 们 主 
要 集中 在 细胞 质 膜 方 面 ， 但 涉及 的 大 多 数 概念 对 于 细胞 中 的 各 种 各 样 的 内 在 的 膜 也 是 适用 的 。 
细胞 膜 的 功能 在 后 续 的 章节 中 讨论 。 例如， 第 14 章 中 将 讨论 细胞 膜 担任 ATP 合成 的 角色 ; 
第 11 章 中 将 讨论 细胞 膜 担负 小 分 子 跨 膜 运输 的 任务 ; 第 15 章 和 第 19 章 中 将 分 别 讨论 细胞 膜 
担负 的 细胞 信号 和 细胞 粘连 任务 。 在 第 12 章 和 第 13 章 中 ， 我 们 要 讨论 细胞 内 部 的 膜 以 及 蛋 
白质 的 通过 或 谱 人 膜 。 


膜 脂 类 分 子 是 两 性 分 子 ， 大 多 数 能 自发 形成 双 分 子 层 


脂 类 分 子 占 大 多 数 动物 细胞 膜 质量 的 50%， 剩 余 的 大 部 分 是 蛋白 质 。 在 Lem X lpm 面积 
的 脂 双 层 中 大 约 有 5 X 10° 个 脂 类 分 子 ， 在 一 个 小 的 动物 细胞 质 膜 中 大 约 有 10° 个 脂 类 分 子 。 
细胞 膜 中 所 有 的 脂 类 分 子 是 两 性 分 子 ， 也 就 是 说 这 些 分 子 具 有 一 个 亲 水 的 极 性 端 和 一 个 朴 水 
的 非 极 性 端 。 

含量 最 丰富 的 膜 脂 类 分 子 是 磷脂 。 这 些 分 子 具 有 一 个 极 性 的 头 部 基 团 和 两 个 疏水 的 羟基 
尾 。 这 尾巴 通常 是 脂肪 酸 ， 长 度 上 可 以 不 同 〈 通 常 包含 的 碳 原子 数 为 14 一 24 个 ) 。 一 个 尾巴 
通常 具有 一 个 或 更 多 个 顺 式 双 键 (也 就 是 不 饱和 的 )， 不 过 另外 一 个 尾巴 没有 双 键 (也 就 是 饱 
和 的 )。 正 如 图 10-2 中 显示 的 ， 每 个 双 键 在 尾巴 中 造成 一 个 小 纽 结 。 脂 肪 酸 尾 在 长 度 和 人 饱和 
度 上 的 差异 是 重要 的 ， 因 为 影响 了 磷脂 分 子 彼此 之 间 结 合 的 能 力 ， 因 而 影响 了 腊 的 流动 性 。 
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图 10-2 一 个 磷脂 分 子 的 各 部 分 
这 里 给 出 的 是 久 而 脂 ， 分 别 用 以 下 来 表示 :A) RER (D 结构 式 ，(C) 分 子 空间 结构 模型 ，(D) 符号 。 为 了 
突出 效果 ， 图 中 夸大 了 由 顺 式 双 键 产生 的 扭 结 
由 于 脂 分 子 的 形状 和 两 性 分 子 的 性 质 使 得 它们 在 水 相 环境 中 能 够 自发 的 形成 双 分 子 层 。 
正如 第 2 章 所 讨论 的 ， 亲 水 分 子 能 够 容易 地 溶解 在 水 里 ， 是 因为 它们 含有 带电 基 团 或 不 带电 
的 极 性 基 团 ， 这 些 基 团 能 够 和 水 分 子 形成 静电 相互 作用 或 者 氢 键 。 相 反 ， 朴 水 分 子 在 水 中 难 
溶 是 因为 这 些 分 子 几乎 所 有 的 原子 都 是 不 带电 的 或 者 非 极 性 的 ， 因 此 不 能 和 水 分 子 形成 较 好 
的 静电 相互 作用 。 如 果 分 散在 水 中 ， 它 们 会 推动 周围 的 水 分 子 重新 组 织 成 环绕 在 这 些 朴 水 分 
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子 周围 的 冰 状 笼 ( 图 10-3)。 因 为 这 些 笼 状 结构 比 周围 的 水 更 有 序 ， 它 们 的 形成 提高 了 自由 
能 。 然 而 ， 如 果 朴 水 分 子 〈 或 者 亲 水 分 子 的 疏水 部 分 ) 能 成 能 排列 在 一 起 ， 以 至 于 最 少数 目 
的 水 分 子 受到 影响 ， 这 能 使 得 自由 能 的 提高 最 小 化 。 
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水 水 中 的 丙酮 水 水 中 的 2- 甲 基 丙 烷 
(A) (B) 


M13 亲 水 分 子 和 疏水 分 子 与 水 的 作用 有 何不 同 : 
《A) 因为 丙酮 有 极 性 ， 它 能 和 同样 具有 极 性 的 水 分 子 形成 良好 的 静电 相互 作用 ， 因 此 丙酮 很 容易 溶 于 水 。(B) 相反 ， 
2 申 基 丙烷 是 完全 朴 水 的 。 它 不 能 和 水 形成 良好 的 相互 作用 ， 它 将 邻近 的 水 分 子 驱 赶 到 一 起 重组 成 冰 状 的 笼 形 结构 ， 这 
提高 了 自由 能 。 因 此 这 种 成 分 在 水 中 实质 上 是 不 溶 的 。5” 表 不 一 局 部 负电 ，57 表示 一 局 部 正 电 。 极 性 原子 用 彩色 显示 ， 
非 极 性 基 团 用 灰色 显示 

因为 上 述 原因 ， 脂 类 分 子 自发 聚集 将 疏水 尾部 埋 在 内 部 ， 极 性 头 部 暴露 在 水 中 。 根 据 这 
些 分 子 的 形状 ， 这 些 分 子 能 够 通过 以 下 两 种 方法 之 一 来 实现 这 一 点 ， 脂 类 分 子 能 形成 球形 胶 
HE, 尾巴 在 内 部 ; 或 者 脂 类 分 子 能 形成 双 层 膜 ， 形成 玖 水 性 尾巴 夹 在 亲 水 性 头 部 基 团 之 间 的 
三 明治 结构 (图 10-4)。 


脂 分 子 形状 ree tg 
t \ i 
V N 7 
= 


图 10-4 在 水 环境 中 脂 分 子 的 紧密 排列 
CA) 棉 形 脂 分 子 “上 图 ) 形成 胶东 ， 而 加 柱 形 磷脂 分 子 ( 下 图 ) 形成 双 分 子 层 。 
《B) 脂 胶东 和 脂 双 层 的 模 截 面 观 。 根 据 它们 的 形状 。 脂 分 子 在 水 中 自发 形成 一 个 或 更 多 
这 类 结构 
因为 是 圆柱 形 的 ,磷脂 分 子 在 水 环境 中 自发 地 形成 双 分 子 层 。 在 这 种 能 量 上 最 有 利 的 排 
列 中 ， 在 双 分 子 层 的 每 一 面 都 是 亲 水 头 部 朝向 水 中 ， 牙 水 尾部 藏 在 中 间 和 水 隔 开 。 这 种 驱使 
磷脂 分 子 形成 双 分 子 层 的 力也 提供 了 一 种 自 愈 的 性 质 。 在 双 分 子 层 中 的 一 个 小 裂口 造成 了 一 
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个 由 水 形成 的 自由 边 ; 因为 这 在 能 量 上 是 不 利 的 ， 脂 分 子 自发 重 排 消 除 自由 边 。( 在 真 核 细胞 
质 膜 中 ， 大 的 裂口 由 细胞 内 的 圳 泡 修复 .) 这 种 自由 边 的 终结 有 重要 的 地 位 : 双 分 子 层 避 免 这 
种 缺口 的 唯一 方法 是 自身 闭合 或 者 形成 密封 腔 (图 10-5)。 这 种 非凡 的 行为 是 活 细胞 产生 的 基 
础 ， 依 靠 的 是 磷脂 分 子 形状 和 两 性 分 子 的 特性 。 


> 磷脂 双 层 闭 合 | 
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不 利 的 
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Hos 脂 双 层 自发 闭合 形成 一 个 密封 腔 
这 种 封闭 结构 是 稳定 的 ， 因 为 它 避 兔 了 玻 水 烃 链 暴露 到 水 中 ， 这 种 暴露 在 能 基 上 是 不 利 的 

脂 双 层 的 自 密封 性 质 使 得 它 成 为 细胞 膜 的 理想 结构 ， 脂 双 层 除了 这 一 性 质 外 还 有 其 他 特 
性 。 这 些 特性 中 最 重要 的 一 个 就 是 流动 性 ， 这 对 于 腊 的 很 多 功能 是 至 关 重 要 的 。 
脂 双 层 是 二 维 流体 

大 概 在 1970 年 左右 ， 研 究 者 第 一 次 证 实 了 单个 脂 分 子 能 在 脂 双 层 中 自由 扩散 。 最 初 的 证 
明 来 自 于 对 合成 类 脂 双 层 的 研究 。 在 这 样 的 研究 中 两 类 制剂 非常 有 用 :，@ 由 球形 圳 形状 形成 
的 双 分 子 层 ， 叫 做 脂 质 体 ， 根 据 制作 方式 的 不 同 可 以 获得 直径 从 25nm~ lum 大 小 的 多 种 球 
FEM (10-6); 四 平面 双 分 子 层 ， 叫 做 黑 膜 (black membrane) ， 横 跨 两 个 水 层 之 间隔 膜 上 
的 小 洞 排列 而 成 〈 图 10-7). 


(A) (B) 


图 10-6 脂 质 体 
CAD 水 中 的 一 个 未 固定 、 未 染色 的 磅 脂 泡 亲 在 液 氨 温度 下 被 快速 冷冻 。 脂 质 体 双 分 子 层 结构 
容易 被 看 见 到 。(B) 一 个 小 球形 脂 质 体 横 截面 的 示意 图 。 在 实验 性 研究 中 脂 质 体 通常 被 用 作 
典型 膜 [ (A) 经 Jean Lepault 许可 ] 


多 种 技术 已 经 被 用 于 测量 单个 脂 分 子 以 及 它们 不 同 部 分 的 运动 。 例 如 ， 其 中 一 种 技术 是 
XN 
构造 一 个 脂 质 分 子 ， 该 分 子 的 极 性 头 部 基 团 带 有 一 个 “ 自 旋 标记 ”， 如 硝 酰 基 《 Do ); 
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CE 
脂 双 层 ( 黑 膜 ) 


图 10-7 一 个 黑 膜 (合成 的 脂 双 层 ) 的 模 截面 图 像 
在 两 个 分 离 的 水 区 室 之 间 的 孔 上 形成 的 平面 双 分 子 层 看 上 去 是 黑色 的 。 黑 膜 被 用 于 检测 合 
成 膜 的 渗透 性 


这 包含 了 一 个 不 配对 的 电子 ， 该 电子 的 自 施 引 起 了 一 个 超 顺 磁性 的 信号 ， 这 个 信号 可 以 基于 
电子 自 族 共 振 谱 法 “ESR) 检测 到 《这 种 技术 的 原理 和 第 8 章 讨论 的 核磁 共振 的 原理 类 似 )。 
一 个 自 旋 标 记 的 脂 分 子 在 脂 双 层 中 的 运动 和 方向 可 以 通过 ESR 光谱 推断 出来 。 这 类 研究 显示 
了 在 合成 的 双 层 中 的 磷脂 分 子 很 少 能 从 一 边 的 单 层 《也 叫做 leaflet) 移动 到 另 一 边 的 单 层 。 
对 于 任何 单独 的 脂 分 子 ， 这 种 翻转 的 过 程 出 现 的 概率 少 于 一 个 月 一 次 。 相 对 的 ， 在 膜 的 单 层 
中 脂 分 子 和 它们 周围 的 邻居 快速 交换 着 位 置 “ 约 每 秒 107 次 )。 这 引起 了 快速 的 径 向 扩散 ， 扩 
MRA (D) 大 约 是 10* cm? /s ， 这 意味 着 一 个 通常 的 脂 分 子 能 在 一 秘 钟 之 内 扩散 一 个 大 的 
细菌 细胞 的 长 度 2jm 左右 ) 。 这 些 研究 也 显示 了 单个 的 脂 分 子 在 它们 的 长 轴 附 近 快 速 旋转 ， 
以 及 它们 的 烃 链 具有 很 好 的 柔韧 性 图 10-8) 。 
在 单个 的 生物 膜 和 活 细胞 中 也 采用 标记 后 的 脂 分 wae 

子 完成 了 类 似 的 研究 。 结 果 通 常 和 在 合成 的 双 分 子 层 


中 的 相同 ， 这 些 结果 证 明了 生物 膜 的 脂 质 成 分 是 二 维 ` 
流体 ， 其 中 组 成 分 子 可 以 自由 的 侧 向 移动 。 由 于 在 合 \ 
` | 翻转 ( 模 少 发 生 ) 
Ty iy ; 
sh 旋转 


成 的 双 分 子 层 中 ， 单 独 的 磷脂 分 子 通常 被 限制 在 自身 
所 属 的 单 分 子 层 上 。 这 一 限制 对 于 它们 的 合成 产生 了 
一 个 问题 。 磷 脂 分 子 只 在 膜 的 一 个 单 分 子 层 中 产生 ， 
主要 是 在 内 质 网 (ER) 膜 的 细胞 质 这 一 面 的 单 分 子 
层 中 产生 。 如 果 这 些 新 产生 的 分 子 不 能 相当 快速 地 迁 图 10-8 磷脂 分 于 的 活动 性 
移 到 非 细胞 质 那 一 面 的 单 分 子 层 中 ， 新 的 脂 双 层 不 可 在 脂 双 层 中 确 脂 分 子 可 能 的 运动 类 型 
能 产生 。 这 一 问题 由 一 类 特殊 的 结合 在 膜 上 的 酶 一 一 磷脂 转运 蛋白 来 解决 ， 这 些 酶 催化 了 磷 
脂 分 子 从 一 个 单 分 子 层 到 另 一 单 分 子 层 的 翻转 ， 第 12 章 还 要 具体 描述 这 种 酶 。 
脂 双 层 的 流动 性 依赖 于 它 的 成 分 

细胞 膜 的 流动 性 必须 得 到 精确 地 调控 。 例 如 ， 当 双 分 子 层 的 黏 性 在 实验 中 提高 到 临界 水 
平 之 上 时 ， 某 些 膜 转运 过 程 和 酶 的 活性 就 停止 了 。 

脂 双 层 的 流动 性 依赖 于 它 的 成 分 和 温度 ， 这 在 合成 的 双 分 子 层 的 研究 中 很 容易 得 到 证 明 。 
在 一 个 特定 的 凝固 点 ， 一 个 由 单一 类 型 磷脂 分 子 构成 的 合成 双 分 子 层 会 从 液态 变 成 二 维 刚性 
的 结晶 〈 或 凝 胶 ) 状态 。 这 种 状态 变化 叫做 相 变 ， 如 果 烃 链 更 短 或 有 双 键 存在 ， 这 个 相 变温 
度 就 会 更 低 (也 就 是 说 膜 变 得 更 难 冷冻 )。 更 短 的 烃 链 长 度 降低 了 烃 链 尾 巴 彼此 相 一 致 的 趋 


势 ， 顺 式 双 键 在 烃 链 中 产生 的 扭 结 使 得 这 些 分 子 更 难 聚 在 一 起 ， 所 以 膜 能 在 更 低 的 温度 还 保 
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持 流 动 性 〈 图 10-9)。 细 菌 、 酵 母 和 其 他 一 些 温度 随 环境 变化 的 生物 体 通过 调整 膜 脂 质 中 脂肪 
酸 的 成 分 来 保持 相对 持续 的 流动 性 。 例 如 ， 当 温度 降低 时 ， 具 有 更 多 顺 式 双 键 的 脂肪 酸 被 合 
成 ， 这 样 就 可 以 避免 温度 降低 所 导致 的 双 分 子 层 流动 性 的 降低 。 


其 出 


顺 式 双 键 连接 的 饱和 烃 键 
不 饱和 烃 链 


图 10-9 烃 链 中 顺 式 双 键 的 影响 
双 键 使 得 更 难 将 那些 链 聚 集 在 一 起 ， 因 此 使 得 脂 双 层 更 难 被 固定 。 此 外 ， 因 为 不 饱和 
脂 分 子 的 脂肪 酸 链 伸展 的 分 开 ， 所 以 含有 这 些 分 子 的 双 分 子 层 要 比 那些 专门 由 饱和 脂 
分 子 组 成 的 双 分 子 层 薄 


不 过 许多 细胞 膜 的 脂 双 层 不 仅仅 由 磷脂 分 子 专门 组 成 ， 通 常 也 包括 胆固醇 和 糖 脂 。 
特别 是 真 核 生物 的 质 膜 包含 有 大 量 的 胆固醇 (图 10-10) ， 最 高 到 一 分 子 磷脂 对 应 一 分 子 
胆固醇 。 胆 固 醇 分 子 增强 了 脂 双 层 通 透 一 屏障 特性 。 它 们 在 双 分 子 层 中 使 它们 的 羟基 靠 
近 磷 脂 分 子 的 极 性 头 部 基 团 。 在 这 个 位 置 ， 它 们 刚性 的 类 固 醇 环 和 那些 靠近 极 性 头 部 基 
团 的 羟基 链 相互 作用 〈 图 10-11) 。 通 过 减少 磷脂 分 子 羟基 链 前 端的 CH 基 团 的 活动 性 ， 
胆固醇 使 得 那个 区 域 的 脂 双 层 形变 可 能 降低 ， 因 此 降低 了 小 的 水 溶性 分 子 在 双 分 子 层 的 
通 透 性 。 尽 管 胆固醇 具有 降低 脂 双 层 流动 性 的 趋势 ， 但 是 在 大 多 数 真 核 细胞 质 膜 中 发 现 
其 中 具有 高 浓度 的 胆固醇 ， 这 也 能 防止 烃 链 取 在 一 起 和 结晶 。 通 过 这 种 方式 约束 了 可 能 
的 相 变 。 

J 极 性 头 部 基 团 
CH, 

MRAN 

CH, (CH, 


CH 非 极 性 烃 尾 


(A) (B) 


图 10-10 胆固醇 的 结构 
胆固醇 用 以 下 几 种 形式 表示 :〈A) 结构 式 ;B) 示意 图 ; (O 空间 结构 模型 


在 表 10-1 中 比较 了 几 种 生物 膜 中 脂 质 成 分 。 细 菌 质 膜 通常 包括 一 种 主要 类 型 的 磷脂 分 子 
成 分 ， 不 含有 胆固醇 ， 通过 其 上 的 细胞 壁 可 以 增强 膜 的 机 械 稳定 性 〈 图 11-17)。 相 反 ， 大 多 
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数 真 核 细胞 的 质 膜 是 更 多 样 化 的 ， 不 仅仅 包含 大 量 


3 
的 胆略 酵 、 也 包含 不 同 的 磷脂 分 子 的 混合 物 。 esa 
在 许多 哨 乳 动物 的 质 腊 中 以 4 种 碰 脂 分 子 为 主 。 ， $ 
PIR, BR AR Z. I. AT 22 ARMRDR 。 jm 
这 些 分 子 的 结构 显示 在 图 10-12 中 。 值 得 注意 的 是 只 Ë 
i 
o 


有 磷脂 酰 丝 氨 酸 带 有 净 负电 荷 ， 这 个 的 重要 性 我 们 
随后 讨论 ; 其 他 三 种 在 生理 的 pH 中 是 电 中 性 的 ， 带 
有 一 个 正 电荷 和 一 个 负电 荷 。 在 大 多 数 膜 中 的 脂 质 
质量 大 多 数 由 这 4 种 脂 分 子 共同 构成 〈 表 10-1)。 其 


流动 区 


他 的 辜 脂 分 子 ， 像 肌 醇 秦 脂 ， 虽 然 在 数量 上 很 少 ，， Nt ERRE RARAN 
但 功能 上 非常 重要 。 就 像 第 15 BA, MARRE AAMAR ana 


在 细胞 信号 通信 中 扮演 了 至 关 重 要 的 角色 。 
表 10-1 不 同 细胞 膜 大 致 的 脂 质 成 分 


脂 质 占 总 脂 质 重 基 的 百分比 
活 细胞 的 质 膜 EEM R 线粒体 〈 内 膜 和 外 膜 ) 内 质 网 E. coli 
胆固醇 17 23 22 3 6 0 
DEG ZR 7 18 15 25 7 70 
BANKA LA 4 7 9 2 5 iC 
Sn wa 24 17 10 39 40 0 
ma 19 18 8 0 5 0 
糖 脂 类 i 3 28 痕 量 Aiit 0 
其 他 22 13 8 21 27 30 
q qh 
Onn, Onn CH, | CH, anaha 
| te ei oT 
qh 人 一 co © g": gis 
m qh io qth 
? T ji 0 
0= [0 © o= feo" o=P—0 0 o=t-08 
? ? | Sees sae at 
an ake ie EIP ae a aa 
T jaw ee Veit 
is i le Re Rs P i ee 
E g Fi pd E 
~ e € = © = = 期 g 
a 8a 2 a a2 28 a a 
E E & a & & E E 
磷脂 酯 乙醇 胺 ARREA SRR vam 


图 10-12 哺乳 动物 质 膜 中 4 种 主要 的 磷脂 
需要 注意 的 是 用 不 同 的 颜色 表示 的 那些 不 同 的 头 部 基 团 。 显 示 的 所 有 脂 类 分 子 都 源 于 甘油 ， 除 了 精 
磷脂 ， 它 源 于 丝氨酸 
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人 们 可 能 会 想 知道 为 什么 真 核 细胞 的 膜 中 包含 如 此 多 种 类 的 磷脂 ， 这 些 磷脂 具有 不 同 大 
小 、 形 状 和 电荷 的 头 部 基 团 。 一 个 人 首先 想 要 了 解 的 是 为 什么 人 们 认为 膜 质 分 子 对 于 细胞 膜 
中 的 蛋白 质 而 言 是 二 维 溶剂 ， 而 水 对 于 水 溶液 中 的 蛋白 质 而 言 是 三 维 溶剂 。 一 些 膜 蛋白 只 有 
在 特定 磷脂 头 部 基 团 存在 时 才能 行使 功能 ， 就 像 许多 在 水 溶液 中 的 酶 需要 特定 的 离子 才 有 活 
性 一 样 。 此 外 ， 一 些 细胞 质 中 的 酶 会 和 暴露 在 膜 胞 质 这 一 面 的 脂 分 子 头 部 基 团结 合 ， 因 此 可 
以 被 补充 和 集中 到 特定 的 膜 位 点 。 


质 膜 包含 富 含 有 精 磷 脂 、 胆 固 醇 和 某 些 膜 蛋白 的 脂 质 徐 


细胞 膜 中 大 多 数 类 型 的 脂 分 子 随意 地 混在 它们 所 处 的 脂 单 层 中 。 相 邻 的 脂肪 酸 尾部 之 间 
的 范 德 华 引 力 不 能 选择 性 地 将 同类 分 子 的 基 团 保持 到 一 起 。 然 而 ， 对 于 某 些 脂 类 分 子 ， 如 办 
脂 类 分 子 ， 具 有 长 的 饱和 脂肪 烃 链 ， 它 们 之 间 的 范 德 华 引力 足够 强 ， 可 以 在 一 些微 小 的 区 域 
中 将 邻近 的 分 子 暂 时 地 维持 在 一 起 。 这 种 微小 区 域 ， 或 者 称 做 脂 质 征 ， 业 脂 类 分 子 被 富 集 在 
其 中 。 可 以 被 认为 是 流动 的 脂 双 层 中 的 瞬时 的 相 分 离 。 

通常 认为 动物 细胞 的 质 膜 中 包含 有 许多 微小 的 脂 
RE HAE 70nm 左右 )， 其 中 具有 丰富 的 鞘 脂 类 分 子 
和 胆固醇 。 由 于 该 处 富 集 的 烃 链 比 大 多 数 膜 脂 的 脂肪 
酸 链 要 长 且 直 ， 因 此 脂 质 使 比 双 分 子 层 的 其 他 部 分 要 
JE (图 10-9)， 能 够 更 好 地 容纳 某 些 趋 于 集聚 在 该 处 的 
膜 蛋 白 (图 10-13)。 这 样 ， 通 常 认为 脂 质 徐 能 帮助 那 
POU Rote ae annro 些 能 将 胞 外 信号 转换 成 胞 内 信号 的 蛋白 质 ， 将 那些 蛋 
amr aaemmenman amen 白质 浓缩 到 小 历 泡 中 或 者 帮助 那些 蛋白 质 集 中 到 一 起 
GO). Baten Rakim wm, 行使 功能 “讨论 见 第 15 章 ) 。 
某 些 腊 重 白 就 聚集 在 那 ， 关 于 脂 质 第 更 详细 的 在 很 大 程度 上 ， 双 分 子 层 的 一 个 单 层 中 的 脂 分 子 

见 图 13-63 的 移动 不 受 男 一 个 单 层 中 的 脂 分 子 的 约束 。 然 而 在 脂 

质 徐 中 ， 畏 脂 类 分 子 在 一 个 单 层 中 的 长 烃 链 会 和 另 一 个 单 层 中 的 长 烃 链 相 互 作用 。 因 此 ， 脂 
质 徐 中 两 个 单 层 通过 它们 的 脂肪 尾巴 相连 接 。 


脂 双 层 的 不 对 称 性 在 功能 上 是 重要 的 


在 许多 生物 膜 的 脂 质 双 分 子 层 的 两 个 单 层 中 的 脂 质 成 分 具有 明显 的 不 同 。 例 如 ， 在 人 红 
细胞 膜 中 ， 几 乎 所 有 的 头 部 基 困 中 具有 胆 碱 CCH )sN* CHCHsOH] 的 脂 分 子 都 在 膜 的 外 
单 屋 上 ， 而 几乎 所 有 的 具有 氨基 端的 磷脂 分 子 〈 磷 脂 酰 乙 醇 腕 和 磷脂 酰 丝氨酸 ) 都 在 膜 的 内 

胞 外 空间 


Wa 


细胞 溶液 
图 10-14 ”磷脂 和 糖 脂 在 人 红细胞 中 的 不 对 称 分 布 
用 于 磷脂 分 子 头 部 基 团 的 那些 颜色 在 图 10-12 中 有 介绍 。 此 外 ， 糖 脂 用 六 边 形 极 性 头 部 
WA GEE) 尊 出 。 胆 辕 醇 〈 没 显示 出 来 ) 被 认为 在 2 个 单 层 中 平均 分 布 
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单 层 上 (图 10-14) 。 因 为 带 负电 的 磷脂 酰 丝氨酸 定位 在 内 单 层 ， 导 致 了 双 分 子 层 的 内 外 两 层 
在 电荷 上 具有 显著 的 不 同 。 我 们 将 在 第 12 章 讨论 膜 结合 的 磷脂 转运 蛋白 如 何 产生 和 维持 脂 分 
子 的 不 对 称 性 。 

脂 类 分 子 的 不 对 称 在 功能 上 具有 重要 意义 。 许 多 细胞 质 中 的 蛋白 质 结合 到 那些 在 脂 双 分 
子 层 的 胞 质 层 中 发 现 的 特定 的 脂 分 子 头 部 基 团 上 。 例 如 ， 和 蛋白 激酶 C (protein kinase C, 
PKC) 能 够 被 多 种 细胞 外 信号 的 应 答 所 激活 。 它 结合 在 质 膜 的 胞 质 面 ， 磷 脂 酰 丝 氨 酸 集中 在 
那 ， 酶 的 活性 需要 这 种 带 负电 的 磷脂 的 存在 。 

在 其 他 的 研究 案例 中 ， 脂 分 子 的 头 部 基 团 必须 先 被 修饰 ， 因 此 蛋白 质 结合 位 点 在 特定 
的 时 间 和 空间 上 被 确立 。 以 磷脂 酰 肌 醇 为 例 ， 这 是 一 种 含量 较 少 的 磷脂 ， 这 种 磷脂 集中 在 
细胞 膜 的 胞 质 面 。 一 系列 的 脂 质 激酶 可 以 将 磷酸 基 团 加 到 肌 醇 环 的 特定 位 置 上 。 然 后 磷酸 
化 的 磷脂 酰 肌 醇 起 着 将 特定 蛋白 质 从 细胞 质 中 补充 到 膜 上 的 作用 。 这 种 脂 质 激酶 中 一 个 重 
要 的 实例 是 磷脂 酰 肌 醇 激酶 (phosphatidylinositol kinase, PI 3-kinase)， 它 能 被 细胞 外 信 
号 的 应 答 激活 ， 有 助 于 将 特定 的 细胞 内 信号 蛋白 补充 到 质 膜 的 胞 质 面 [图 10-15(A)]。 相 
似 的 脂 质 激酶 使 得 在 细胞 内 膜 上 的 肌 醇 磷脂 磷酸 化 ， 然 后 有 助 于 那些 引导 膜 运输 的 蛋白 质 
的 补充 。 
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图 10-15 BABIKA S fet h hE hE 
(A) 细胞 外 信号 能 激活 PI 3 激酶 , iX ME EE ARRAN e. BE eR Ae A T AA e E hN 
分 子 结合 ， 因 此 被 补充 到 膜 上 ， 在 膜 上 信号 分 子 能 相互 作用 有 助 于 将 信号 转移 到 细胞 中 。(B) 其 他 细胞 外 信号 活化 
磷酸 酶 切 开 磷脂 。 然 后 脂 分 子 片段 作为 信号 分 子 将 信号 转移 到 细胞 中 .。(C) 图 解 显示 了 不 同类 型 的 磅 脂 酶 切 开 磷脂 
分 子 的 位 点 。 正 如 图 中 指出 的 ， 大 脂 酶 A RUBE BEI Ac WIFE RGR. TRS C 和 磷脂 酶 D 切 开 磷 脂 键 


质 膜 中 的 磷脂 通常 也 采用 另 一 种 方式 对 胞 外 信号 应 答 。 质 膜 包 含 多 种 磷脂 酶 ， 这 些 酶 能 
被 胞 外 信号 激活 后 可 以 臂 开 特定 的 磷脂 分 子 ， 产 生 的 这 些 分 子 的 碎片 可 以 作为 具有 短 时 活性 
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的 胞 内 信使 [图 10-15(B)]。 例 如 ， 磷 脂 酶 C 可 以 将 质 膜 胞 质 层 中 的 一 个 肌 醇 磷脂 辟 成 两 段 ， 
其 中 一 个 保持 在 膜 中 ， 帮 助 激活 蛋白 激酶 C， 而 另外 一 半 被 释放 到 胞 质 中 ,刺激 内 质 网 的 
Cat fki (图 15-36). 

动物 利用 质 膜 上 的 磷脂 不 对 称 性 来 区 别 活 细胞 和 死 细胞 。 当 动物 细胞 经 历程 序 性 死亡 或 
凋 亡 时 〔 讨 论 见 第 17 章 )， 通常 被 限制 在 质 膜 脂 类 双 分 子 层 的 胞 质 单 层 中 的 磷脂 酰 丝 氨 酸 ， 
能 够 被 快速 的 转运 到 胞 外 单 层 。 暴 露 在 细胞 表面 的 磷脂 酰 丝氨酸 会 作为 一 个 信号 来 引起 周围 
的 细胞 ， 如 巨 噬 细胞 等 ， 来 吞噬 这 死亡 的 细胞 并 消化 它 。 这 种 磷脂 酰 丝 氨 酸 转运 现象 的 产生 
基于 以 下 两 种 机 制 : 

1. 通常 能 将 磷脂 酰 丝氨酸 从 非 胞 质 单 层 转运 到 胞 质 单 层 的 磷脂 酰 丝 氨 酸 转运 蛋白 失 活 了 。 

2. 一 种 能 够 将 磷脂 酰 丝 氨 酸 在 膜 的 两 个 单 层 之 间 双 向 非特 异 转运 的 酶 被 激活 。 


糖 脂 在 所 有 质 膜 表面 都 有 发 现 


在 膜 上 分 布 最 不 对 称 的 脂 分 子 是 含 糖 的 脂 分 子 ， 叫 做 糖 脂 。 这 些 分 子 在 脂 双 层 的 非 细 胞 
质 单 层 上 被 发 现 ， 在 那儿 这 些 分 子 被 认为 优先 被 分 隔 成 脂 质 徐 。 这些 糖 脂 分 子 通 过 糖 基 彼 此 
之 间 的 氧 键 或 它们 饱和 烃 链 之 间 的 范 德 华 力 趋 于 自 联合 。 糖 脂 在 双 分 子 层 中 的 不 对 称 分 布 源 
于 在 高 尔 基体 内 腔 中 糖 基 添 加 到 脂 分 子 上 的 过 程 ， 从 拓扑 学 上 看 高 尔 基体 的 内 腔 等 价 于 细胞 
的 外 表面 (讨论 见 第 12 章 )。 在 质 膜 中 ， 糖 基 暴露 在 细胞 表面 图 10-14)， 在 细胞 和 周围 环 
境 的 相互 作用 中 ， 它 们 扮演 了 重要 角色 。 

糖 脂 大 概 存在 于 所 有 动物 细胞 的 质 膜 中 ， 在 那些 质 膜 中 糖 脂 通常 占 质 膜 外 层 的 脂 分 子 的 
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图 10-16 WERF 
CA) 半 乳 糖 脑 苷 脂 被 称 作 中 性 糖 脂 ， 因 为 形成 头 部 基 团 的 糖 基 是 不 带电 的 。 (B) 神经 节 苷 脂 总 是 包含 一 个 或 多 个 唾 
液 酸 残 基 〈 也 叫做 N-acetylneuraminic acid, NANA), ABRE (O 中 。 无 论 细 区 中 还 是 植物 中 ， 几 乎 所 有 的 糖 
脂 都 来 源 于 甘油 ; 在 动物 细胞 中 大 多 数 磷脂 都 从 丝氨酸 中 产生 ， 对 于 蒜 磷 脂 也 是 这 样 〔 图 10-12) 
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5%。 在 一 些 细胞 内 膜 中 也 发 现 有 糖 脂 。 作 为 复杂 的 糖 脂 ， 神 经 节 车 脂 包 含有 一 个 或 多 个 带 有 
唾液 酸 残 基 的 寡 糖 ， 这 给 神经 节 童 脂 一 个 净 负 电荷 〈 图 10-16)。 超 过 40 个 神经 节 苷 脂 已 经 得 
到 鉴定 。 这 些 在 神经 细胞 的 脂 膜 中 含量 丰富 ， 神 经 节 背 脂 占 那些 地 方 脂 类 总 质量 的 5%% 一 
10%; 在 其 他 类 型 的 细胞 中 也 发 现 有 少量 的 神经 节 苷 脂 存在 。 

关于 糖 脂 具有 哪些 功能 的 线索 可 能 来 自 于 它们 的 定位 。 例如， 在 上 皮 细 胞 的 质 膜 中 ， 
糖 脂 被 限制 在 暴露 在 外 的 项 部 表面 上 ， 在 那里 它们 可 能 有 助 于 保护 细胞 膜 抵抗 苛刻 的 条 件 
(如 低 pH 和 有 降解 能 力 的 酶 类 ) 。 带 电 的 糖 脂 ， 如 神经 节 苷 脂 ， 可 能 对 于 它们 的 电 效应 很 
重要 : 它们 的 存在 改变 了 跨 膜 的 电场 和 膜 表 面 的 离子 浓度 ， 尤 其 是 Ca 的 浓度 。 糖 脂 也 被 
认为 在 细胞 识别 过 程 中 具有 作用 ， 在 细胞 间 的 黏附 过 程 中 糖 脂 和 糖 蛋白 上 的 糖 基 都 能 结合 
到 膜 上 的 糖 基 结合 蛋白 〈 凝 集 素 ) 上 “〈 讨 论 见 第 19 章 )。 令 人 惊讶 的 是 ， 那 些 缺失 神经 节 
苷 脂 的 突变 小 鼠 并 没有 显示 明显 的 畸形 ， 尽 管 在 实验 中 雄性 小 鼠 不 能 正常 的 转运 学 酮 并 因 
此 不 育 。 

无 论 它们 本 身 功 能 如 何 ， 有 些 糖 脂 为 某 些 细菌 毒素 提供 了 人 口 。 例 如 ， 神 经 节 苷 脂 Gu 
(图 10-16) 充当 了 那些 能 引起 霍乱 痢疾 的 细菌 毒素 的 细胞 膜 表面 受 体 。 霍乱 毒素 只 能 结合 
进入 那些 表面 具有 Gm 的 细胞 ， 包 括 肠 上 皮 细胞 。 它 进入 细胞 后 会 导致 细胞 内 cAMP 的 浓度 
的 急剧 增长 (讨论 见 第 15 章 )， 这 接着 引起 大 量 的 Na* 和 水 流 到 肠 道内 。 
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生物 膜 由 连续 的 双重 脂 类 分 子 双 层 组 成 ， 膜 蛋白 谋 于 其 中 。 脂 双 层 有 流动 性 ， 独 立 的 脂 
类 分 子 快速 分 散在 它们 所 处 的 单 层 之 内 。 膜 脂 类 分 子 是 两 性 分 子 。 其 中 最 多 的 是 磷脂 。 置 于 
水 中 时 它们 能 自 组 装 成 双 分 子 层 ， 如 果 被 撕 裂 后 还 能 重新 密封 形成 密封 腔 。 

膜 脂 类 分 子 有 磷脂 、 胆 固 醉 和 糖 脂 三 大 类 。 内 外 单 层 的 脂 类 成 分 不 同 ， 表 现 为 细胞 膜 两 
面具 有 不 同 的 功能 。 脂 类 分 子 不 同 的 混合 物 被 发 现在 不 同类 型 细胞 以 及 单个 真 核 细胞 不 同 的 
腊 上 。 某 些 膜 结合 栈 需要 特定 的 脂 类 头 部 基 团 (lipid head group) 来 行使 功能 。 某 些 脂 类 分 
子 的 头 部 上 基 团 形成 特定 胞 质 蛋白 的 停靠 位 点 。 有 些 胞 外 信号 通过 膜 受 体 蛋 白 激活 磷脂 酶 ， 磷 
脂 酶 切断 脂 膜 中 特定 的 磷脂 分 子 ， 因 此 产生 的 片段 作为 胞 内 信号 分 子 起 作用 。 


膜 蛋白 


虽然 生物 膜 基本 结构 由 脂 双 层 提供 ， 膜 的 大 部 分 具体 功能 都 由 膜 蛋白 执行 。 因 此 就 是 这 
些 蛋白 质 将 细胞 典型 的 功能 特性 赋予 细胞 中 的 各 类 膜 。 相 应 地 ， 膜 内 蛋白 质 的 数量 和 类 型 都 
是 高 度 易 变 的 。 髓 磷脂 的 膜 作为 神经 细胞 轴 突 的 主要 电子 绝缘 材料 ， 蛋 白质 占 该 膜 质量 的 
25% 不 到 。 相 反 ， 涉 及 到 ATP 生产 的 膜 ( 如 线粒体 和 叶绿体 的 内 膜 )， 大 约 75% 是 蛋白 质 。 
一 典型 的 细胞 质 膜 介 于 两 者 之 间 ， 蛋 白质 含量 大 约 占 膜 质量 的 50%。 

由 于 脂 质 分 子 比 蛋 白质 分 子 小 ， 膜 上 脂 质 分 子 总 是 比 蛋 白质 分 子 要 多 。 在 蛋白 质 含 量 占 
膜 质量 的 50% 的 膜 上 ， 大 约 每 50 个 脂 质 分 子 对 应 一 个 蛋白 质 分 子 。 和 膜 脂 质 相 似 ， 膜 蛋白 
上 常 有 低 聚 糖 链 附着 ， 糖 链 朝 向 细胞 外 部 。 因 此 细胞 存在 富 含 糖 类 的 外 表面 ， 形 成 了 细胞 衣 ， 
正如 我 们 接 下 来 要 讨论 的 。 


膜 蛋白 可 以 通过 多 种 方法 和 脂 双 层 联 在 一 起 


不 同 的 膜 蛋白 通过 不 同方 法 和 膜 相 结合 ， 如 图 10-17 所 示 。 许 多 蛋白 质 扩散 在 整个 
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脂 双 层 ， 每 一 边 都 有 一 部 分 〈 图 10-17 中 的 例子 D、@@、@@) . 像 它们 的 脂 质 邻 居 ， 这 些 
跨 膜 蛋白 是 两 性 分 子 ， 具 有 玻 水 区 域 和 亲 水 区 域 。 它 们 的 朴 水 区 域 通过 膜 ， 和 脂 双 层 内 
部 脂 质 分 子 的 疏水 尾巴 结合 ， 和 水 隔离 开 。 它 们 的 亲 水 区 域 在 膜 的 两 边 暴露 于 水 中 。 通 
过 和 插 人 脂 双 层 的 胞 质 单 层 的 脂肪 酸 链 共 价 连接 ， 某 些 跨 膜 蛋 白 的 朴 水 性 能 得 到 提高 
(图 10-17 BID). 


图 10-17 膜 蛋白 和 脂 双 层 连 接 的 多 种 方式 
通常 认为 大 多 数 跨 膜 蛋白 以 以 下 形式 穿 过 双 分 子 层 ，@ 单 个 的 = 螺旋。 四 多 个 螺旋。 四 成 一 个 卷 的 B 片段 (BARD. 
这 些 单 次 跨 膜 或 多 次 跨 膜 的 蛋白 质 和 插 人 在 胞 质 单 层 的 脂肪 酸 链 有 一 共 价 结合 。 其 他 膜 蛋白 只 暴露 在 膜 的 一 侧 。 团 这 
其 中 一 些 蛋白 质 通过 一 个 两 性 的 部 分 处 于 和 脂 双 层 的 胞 质 单 层 中 的 a 螺旋 错 在 胞 质 而 。 回 其 他 蛋白 质 单独 地 通过 在 胞 
质 单 层 中 的 脂 分 子 链 《脂肪 酸 链 或 异 友 燃 基 团 ) 共 价 连接 到 双 分 子 层 上 。@@ 或 者 通过 寡 精 衔接 物 连 接 非 胞 质 层 中 的 确 
脂 酸 肌 醇 。@ 和 人 @ 最 终 ， 许 多 绰 白质 只 是 通过 和 其 他 膜 蛋白 的 非 共 价 相互 作用 连接 到 膜 上 。@@ 中 结构 形成 的 方式 在 图 
10-18 中 病 明 。 膜 蛋白 如 何 和 脂 双 层 连接 的 细节 在 第 12 章 讨论 


其 他 完全 定位 在 细胞 质 中 的 膜 蛋白 ， 通 过 暴露 在 蛋白 质 表 面 的 两 性 的 螺旋 和 脂 双 层 
的 胞 质 单 层 连接 (图 10-17 例 @) 或 者 通过 脂肪 酸 链 或 异 戊 二 烯 基 团 之 类 的 脂 质 链 共 价 连 
BE (图 10-17 例 @ 和 图 10-18) 。 不 过 其 他 那些 完全 暴露 在 细胞 外 表面 的 膜 蛋 白 ， 只 能 通过 
和 细胞 质 膜 外 层 的 磷脂 酰 丝氨酸 共 价 连接 (通过 一 特定 低 聚 糖 ) 和 脂 双 层 结合 〈 图 10-17 
例 @)。 

图 10-17 例 @ 中 和 脂 质 连接 的 蛋白 质 是 在 细胞 质 中 合成 的 可 溶性 蛋白 质 ， 随 后 通过 和 脂 
质 基 团 的 共 价 吸 附 直 接连 到 膜 上 《〈 图 10-18)。 但 是 图 10-17 例 @ 中 的 蛋白 质 是 在 内 质 网 中 合 
成 的 单 通 跨 膜 蛋白 。 当 仍然 在 内 质 网 中 时 ， 蛋 白质 的 跨 膜 片段 被 辟 开 ， 加 入 糖 磷脂 酰 肌 醇 
(GPI) 锚 ， 通 过 这 个 锚 引 导 蛋 白质 绑 定 到 细胞 膜 非 细胞 质 的 那 一 面 〈 讨 论 见 第 12 章 )。 使 用 
一 种 叫做 糖 磷脂 酰 肌 醇 特异 性 磷脂 酶 C， 能 够 容易 地 辨别 那些 靠 GPI 锚 绑 定 到 细胞 质 膜 上 的 
蛋白 质 。 这 种 酶 将 蛋白 质 从 锚 上 切 下 ， 将 蛋白 质 从 膜 上 释放 。 

一 些 膜 蛋 白 从 不 延伸 到 脂 双 层 的 疏水 内 部 ;它们 通过 和 其 他 膜 蛋白 的 共 价 作用 绑 定 到 腊 
的 每 一 面 〈 图 10-17 例 O 和 例 @)。 很 多 这 种 类 型 的 蛋白 质 可 以 通过 相对 温和 的 提取 过 程 从 膜 
上 释放 出 来 ， 例 如 ， 暴 露 在 离子 浓度 极 高 或 极 低 的 溶液 或 极端 pH 的 溶液 中 ， 这 虽然 会 干扰 
蛋白 质 与 蛋白 质 间 的 相互 作用 ， 但 是 能 保持 脂 双 层 的 完整 ， 这 些 蛋 白质 被 称 作 外 周 膜 蛋 白 。 
大 多 数 跨 膜 蛋白 脂 质 基 团 保持 在 脂 双 层 中 ， 还 有 一 些 通 过 和 其 他 蛋白 质 牢固 地 结合 保持 在 膜 
上 ， 不 能 通过 这 些 方 法 释放 。 这 些 蛋 白质 被 称 作 内 在 膜 蛋白 。 

膜 蛋白 如 何 和 脂 双 层 连 接 反映 了 和 蛋白质 功能 。 只 有 跨 膜 蛋白 能 够 在 脂 双 层 的 两 边 执行 功 
能 或 运输 分 子 通过 膜 。 细 胞 表面 受 体 是 跨 膜 蛋白 ， 在 细胞 外 部 结合 信号 分 子 后 在 质 膜 反面 产 
生 不 同 的 细胞 内 信号 。 与 之 相对 的 是 ， 只 在 脂 双 层 的 单 面 发 挥 功 能 的 蛋白 质 通常 只 和 脂 质 单 
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《A) 看 白 质 通过 脂肪 酸 (B) 重 白质 通过 异 成 二 类 
链 锁 定 到 膜 上 wes 


KARERE S 
Na 脂肪 酸 间 的 酰胺 键 $ Prin 


图 10-18 由 脂肪 酸 链 或 异 戊 二 烯 结合 的 膜 蛋 和 白质 
每 类 脂 分 子 的 共 价 结合 有 助 于 水 溶性 性 白质 在 细胞 质 中 合成 后 定位 到 膜 上 。(A) 一 个 脂肪 酸 链 E 
MO 通过 氨基 连接 到 甘氨酸 的 N 末端 。(B) 一 个 异 成 二 燃 基 通过 一 个 二 硫 键 连接 到 位 于 蛋白 质 C 端的 4 个 
残 基 开头 的 半 胱 氨 酸 残 基 上 。 在 异 成 燃 化 后 ， 最 未 端的 3 个 氨基 酸 被 切 下 来 ， 再 插入 膜 之 前 蛋白 质 新 的 C 
端 被 甲 基 化 ， 棕 桐 酸 ， 一 种 18 个 碳 原子 的 饱和 脂肪 酸 ， 也 能 通过 二 硫 键 形式 和 内 部 的 半 胱 氨 酸 侧 链 相 连 
到 某 些 蛋白 质 上 。 这 种 允许 蛋白 质 补充 到 膜 上 的 修饰 通常 是 不 可 逆 的 。 这 两 种 脂 分 子 锚 的 结构 显示 如 下 ， 
(CO 一 个 十 四 碳 饱 和 脂肪 酸 的 锚 。(D)》 一 个 十 五 碳 不 饱和 烃 链 的 锚 


层 或 某 一 面 的 蛋白 质 域 专 一 结合 。 例 如 ， 涉 及 细胞 内 信号 的 某 些 蛋 白质 ， 通 过 一 个 或 多 个 脂 
质 基 团 和 质 膜 细 胞 质 那 一 面 共 价 结合 。 


大 多 数 跨 膜 蛋白 借助 a 螺旋 构象 的 多 肽 链 穿 过 脂 双 层 


一 个 跨 膜 蛋白 在 膜 中 总 是 有 一 个 独特 的 方向 。 这 既 反映 蛋白 质 在 内 质 网 中 的 合成 及 插入 
到 脂 双 层 中 不 对 称 的 方式 ， 也 反映 了 蛋白 质 胞 质 和 非 胞 质 区 域 功能 的 不 同 。 这 些 区 域 被 多 肽 
链 的 跨 膜 片段 所 分 隔 ， 这 些 跨 膜 片段 联系 着 脂 双 层 的 朴 水 环境 ， 主 要 由 非 极 性 侧 链 的 氨基 酸 
残 基 组 成 。 因 为 肽 键 本 身 是 极 性 的 而 且 双 分 子 层 中 不 存在 水 ， 所 以 双 分 子 层 中 所 有 的 肽 键 彼 
此 之 间 形 成 氢 键 。 如 果 多 肽 链 穿 过 双 分 子 层 是 形成 规则 的 a 螺旋 ， 这 时 肽 键 之 间 的 氢 键 是 最 
优化 的 ， 这 也 是 大 多 数 多 肽 链 跨 膜 片段 穿 过 双 分 子 层 的 形式 (图 10-19) 。 

在 单 次 跨 膜 蛋白 质 中 ， 多 肽 只 穿 过 膜 一 次 (图 10-17 例 D)， 而 在 多 次 跨 膜 蛋白 质 中 ， 多 
肽 链 穿 过 膜 多 次 〈 图 10-17 例 @) 。 对 于 要 满足 形成 氢 键 的 需要 ， 脂 双 层 中 肽 键 可 供用 的 方式 
是 多 肽 链 多 次 跨 膜 ， 跨 膜 片段 按照 B 折叠 排列 成 封闭 的 桶 形 结构 〈 也 叫做 B 桶 ， 图 10-17 例 
图 )。 这 种 多 次 跨 膜 的 结构 在 孔道 蛋白 (porin protein) 中 被 发 现 ， 我 们 随后 会 讨论 。 这 种 无 
水 环境 中 最 大 限度 的 形成 氢 键 的 动力 也 意味 着 进入 脂 双 层 的 多 肽 链 很 可 能 在 改变 方向 之 前 就 
完全 穿 过 了 脂 双 层 ， 因 为 链 的 弯曲 会 导致 正常 氢 键 的 相互 作用 的 损失 。 
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由 于 跨 膜 蛋白 很 难 结晶 ， 相 应 地 ， 这 类 蛋白 质 
很 少 被 X 射线 晶体 学 完全 研究 清楚 。 几 乎 所 有 的 折 
全 的 三 维 结构 都 是 不 确定 的 。 然 而 ，DNA 克隆 和 测 
序 技术 已 经 显示 了 大 量 的 跨 膜 蛋白 的 氨基 酸 序列 ， 
这 通常 可 根据 蛋白 质 序列 的 分 析 来 预言 蛋白 质 中 跨 
过 脂 双 层 的 多 肽 链 部 分 。 这 些 包 含 20 一 30 个 高 疏水 
性 的 氨基 酸 的 片段 足够 长 ， 可 以 形成 跨 过 脂 双 层 的 a 
Rie, 这些 片 段 通常 依靠 亲 水 性 图 来 鉴定 (图 
10-20)。 从 这 些 图 中 可 以 预知 一 个 生物 体 产生 的 蛋白 
质 中 跨 膜 蛋白 的 比例 。 例 如 ， 对 于 出 芽 酵 母 ， 它 的 
全 基因 组 的 核酸 序列 是 已 知 的， 大 约 20% 的 蛋白 质 
被 鉴定 为 跨 膜 蛋 白 ， 这 也 强调 了 膜 蛋 白 功能 上 的 重要 
性 。 亲 水 性 图 不 能 鉴定 B 折 和 的 跨 膜 片段 ， 因 为 作为 
B 链 穿 过 脂 双 层 只 需要 10 个 或 更 少 的 氨基 酸 ， 而 且 这 
些 氨基 酸 侧 链 只 需要 每 隔 一 个 是 疏水 的 就 可 以 


He BAW RA 
图 10-19 ”以 a 螺旋 穿 过 脂 双 层 的 


Heme Re 那些 具有 8 UAEM A PS BUY EEI E W BS AZE E 
ERTEKBEN a ORME RTE. 其 中 疏水 比 那些 具有 a 螺旋 跨 膜 片段 的 蛋白 质 来 说 ， 具 有 更 
氨基 酸 用 绿色 和 黄色 显示 。 图 中 显示 的 多 肽 片 大 的 刚性 也 更 容易 趋 于 结晶 。 因 此 许多 这 种 蛋白 质 
段 是 图 10-38 所 描绘 的 细菌 光合 作用 中 心 的 一 部 的 结构 已 经 通过 X 射线 晶体 学 测定 出 来 。 B 链 的 数 

分 这 个 结构 通过 X 瑞 线 和 贡 测 定 。 量变 化 范围 很 宽 ， 可 以 少 到 8 条 链 也 可 以 多 到 22 条 


脂 双 层 的 疏水 核心 


链 (图 10-21), 

B 折 营 蛋 白 在 线粒体 、 叶 绿 体 和 许多 细菌 的 外 部 膜 中 含量 丰富 。 有 些 是 成 孔 蛋 白 ， 产生 
充满 水 的 通道 ， 允 许 特定 的 亲 水 溶质 通过 细菌 的 外 部 膜 穿 过 脂 双 层 。 孔 道 蛋 白 是 被 充分 研究 
的 例子 (图 10-21 例 @)， 和 孔道 蛋白 折 有 由 16 条 链 的 反 向 平行 的 B 区 组 成 ， 那 足够 大 到 形成 
圆柱 形 结构 。 极 性 侧 链 排列 成 内 部 的 水 相通 道 ， 而 非 极 性 侧 链 突出 于 折 番 的 外 部 和 脂 双 层 的 
疏水 核心 相互 作用 。 多 肽 链 的 环 状 结构 通常 突出 进入 通道 的 内 腔 ， 收 缩 通道 使 得 只 有 特定 的 
溶质 才能 通过 。 因 此 有 些 孔 道 蛋白 具有 很 好 的 选择 性 ， 如 麦芽 糖 孔 蛋白 maltoporin) 就 优 
先 允许 麦芽 糖 或 低 聚 麦芽糖 穿 过 大 肠 杆菌 的 外 部 膜 。 

FepA 蛋白 是 这 类 转运 蛋白 中 更 复杂 的 一 个 例子 《图 10-21 例 @@) 。 它 运输 铁 离子 通过 细 
菌 外 部 膜 。 它 的 大 圆 桶 结构 由 22 个 B 链 组 成 ， 在 贺 简 的 内 部 被 一 个 大 的 球状 区 域 充满 。 铁 离 
子 结合 在 那个 区 域 ， 通 常 认为 运输 铁 离子 通过 膜 时 要 经 历 大 的 构象 变化 。 

并 不 是 所 有 的 B 桶 状 蛋白 都 是 转运 蛋白 。 有 些 蛋白 质 由 于 氨基 酸 侧 链 突出 到 桶 状 结构 的 
中 心 ， 形 成 更 小 的 桶 状 结构 。 这 些 蛋 白质 作为 受 体 或 酶 行使 功能 〈 图 10-21 例 @ 和 例 @); 其 
中 桶 状 结构 主要 被 用 来 作为 刚性 锚 将 蛋白 质 维 持 在 膜 上 ， 以 及 确定 胞 质 中 环 状 区 域 的 方向 来 
形成 特殊 的 胞 内 分 子 的 结合 位 点 。 

尽管 B 桶 状 结构 能 适合 多 种 用 途 ， 但 这 种 结构 很 大 程度 上 局 限 在 细菌 、 线 粒 体 和 叶绿体 
的 外 部 膜 上 。 真 核 细胞 和 细菌 脂 膜 中 大 多 数 的 多 次 跨 膜 蛋 白 形成 的 是 跨 膜 螺旋。 这些 蛋白 
质 中 的 这 些 螺旋 能 够 彼此 之 间 相 对 滑动 ， 通 过 允许 蛋白 质 的 构象 变化 来 开放 或 关闭 离子 通道 、 
运输 溶质 或 将 胞 外 信号 转换 成 胞 内 信和 号。 相反， 在 B 桶 状 结构 蛋白 中 ,每 个 B 链 和 它 相 邻 的 
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(A) 血 型 糖 蛋白 (BARBRA 
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H. sapiens 


蛋白 质数 量 


-人 


至 少 含有 一 个 预测 的 
跨 膜 a 螺旋 的 蛋白 质 


每 个 蛋白 质 的 疏水 性 在 于 主要 的 20 个 疏水 性 氨基 酸 大 小 的 片段 


图 10-20 ”使 用 亲 水 性 图 来 确定 多 肽 链 中 可 能 的 螺旋 跨 膜 片段 的 位 置 
对 于 将 多 肽 链 的 连续 片段 从 非 极 性 溶剂 转移 到 水 中 所 需 的 自由 能 ， 可 以 根据 每 个 片段 所 含 氨基 酸 成 分 来 计算 ， 计 算 所 用 数 
据 可 以 从 一 些 典 型 化 合 物 获得 。 这 种 计算 通常 由 对 固定 大 小 的 片段 的 计算 组 成 (通常 10 一 20 个 氨基 酸 )， 从 链 的 每 个 连续 
的 氨基 酸 开 始 。 根 据 片段 在 链 中 位 置 的 功能 ， 片 段 的 “ 亲 水 性 检索 ”被 绘图 在 y 轴 上 。 正 值 意味 着 转移 到 水 中 时 需要 的 自 
由 能 (也 就 是 说 片段 是 玖 水 的 )， 所 指定 的 值 就 是 所 需 能 量 数 量 的 指标 。 亲 水 性 检索 的 峰 显示 了 和 氢 基 酸 序列 中 疏水 片段 的 
位 置 。(A) 和 (B) 显示 的 是 后 面 讨论 的 两 种 膜 蛋 白 。(A) 血型 糖 蛋 白 有 1 个 单个 的 跨 膜 a 螺旋 以 及 在 亲 水 性 图 有 1 个 相应 
的 峰 。(B) 细菌 视 紫红 质 有 7 个 跨 膜 螺旋 ， 在 亲 水 性 图 有 7 个 相应 的 峰 。(C) H E. coli, S. cerevisiae 和 人 的 基因 组 中 对 
膜 蛋白 所 占 比例 的 预测 。 绿 色 区 域 显 示 的 是 至 少 含有 一 个 预测 的 跨 膜 螺旋 的 蛋白 质 部 分 。E. coli WS. cerevisiae 的 曲线 代 
表 了 全 基因 组 ;人 蛋白 质 的 曲线 代表 的 是 不 完全 的 基因 组 ;在 每 种 情况 中 ， 曲 线 下 的 面积 是 被 分 析 的 基因 所 占 的 比例 [〈A) 
WÉ D. Eisenberg, Annu, Rev. Biochem. 53: 595~624, 1984; (C) 摘自 D. Boyd et al. , Protein Sci. 7: 201~205, 1998] 


通过 氧 键 刚性 结合 ， 这 使 得 它 不 太 可 能 发 生 自身 桶 状 的 构象 变化 。 
许多 膜 蛋 白 被 糖 基 化 


动物 细胞 中 大 多 数 跨 膜 蛋 白 被 糖 基 化 。 就 像 糖 脂 中 一 样 ， 这 些 糖 基 是 在 内 质 网 和 高 尔 基 
体 的 内 腔 中 加 上 的 《讨论 见 第 12 和 第 13 章 )。 因 为 这 样 ， 寡 糖 链 总 是 出 现在 膜 的 非 胞 质 面 。 
膜 两 面 蛋白 质 之 间 其 他 的 区 别 由 细胞 质 的 还 原 环境 产生 。 这 种 环境 降低 了 膜 胞 质 侧 的 链 内 和 
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图 10-21 不 同 数量 的 了 链 的 形成 的 了 B 桶 形 结构 
1. 大 肠 杆菌 OmpA 蛋白 (8 条 B 链 )， 作 为 一 个 跟 菌 体 的 受 体 起 作用 。2. 大 肠 杆 菌 OMPLA 蛋白 (12 条 B 链 )， 是 一 个 
水 解 脂肪 分 子 的 脂肪 酶 .催化 酶 反应 的 氨基 酸 〈 用 红色 显示 的 )， 突 出 在 桶 状 结构 外 侧 的 表面 。3. 细菌 Rhodobacter 
capsulatus 中 的 一 种 孔道 蛋白 ， 形 成 了 穿 过 外 膜 的 充 水 的 孔 (16 条 有 链 )。 通 道 的 直径 受 那 些 突出 在 通道 中 的 茎 环 〈 用 
蓝 色 显示 的 ) 限制 。4. KHW FepA 蛋白 〈22 条 及 链 )， 转 运 铁 离子 。 桶 状 结构 的 内 部 被 一 个 球 蛋 白 区 域 〈 用 蓝 色 显 
RED 所 充满 ， 在 那 包含 了 铁 结合 位 点 。 现 在 认为 通过 变化 这 个 区 域 的 构造 来 转运 所 结合 的 铁 离子 ， 但 是 这 种 变化 的 分 
子 细节 还 不 知道 


链 间 二 硫 键 形成 的 可 能 性 。 这 些 链 内 和 链 间 的 键 会 在 非 胞 质 侧 形 成 ， 这 些 键 在 稳定 多 肽 链 的 
折 登 结构 或 帮助 多 肽 链 和 其 他 多 肽 链 结合 方面 起 着 重要 作用 (图 10-22) 。 


图 10-22 单 次 跨 腊 蛋白 
需要 注意 的 是 多 肽 链 以 右手 a 螺旋 穿 过 脂 双 层 ， 
赛 糖 链 和 二 硫 键 都 在 膜 的 非 胞 质 面 。 由 于 细胞 质 
主要 是 还 原 环 境 ， 细 胞 中 的 那些 基 团 保持 还 原 
(SH) 形式 ， 因 此 蛋白 质 胞 质 区 的 殖 基 通常 不 
能 形成 二 硫 键 
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用 去 污 剂 能 溶解 并 纯化 膜 蛋 白 


通常 ， 跨 腊 蛋 白 只 能 通过 那些 能 破坏 疏 水 缔 合 和 脂 双 层 
的 试剂 来 增加 可 溶性 。 对 于 膜 生物 化 学 家 来 说 最 有 用 的 试剂 
是 去 污 剂 ， 这 是 一 些小 的 两 性 分 子 ， 在 水 中 趋 于 形成 胶东 
(图 10-23) 。 和 膜 混合 后 ， 去 污 剂 的 疏水 末端 结合 到 膜 蛋白 
的 破水 区 上 ， 从 那 蔡 代 了 脂 分 子 。 因 为 去 污 剂 分 子 的 另外 一 图 10-23 在 水 中 一 个 去 污 剂 胶囊 ， 
端 是 极 性 的 ， 这 种 和 膜 蛋 白 的 结合 导致 了 形成 的 去 污 剂 - 蛋 “显示 的 是 定 和 而 
白质 复合 物 被 带 到 溶液 中 《尽管 还 有 些 脂 分 子 可 能 还 附着 在 AT RS. a 
蛋白 质 上 ) (图 10-24)。 去 污 剂 的 极 性 〈 亲 水 ) 末端 可 以 是 形 分 子 ， 所 以 相 比 形成 双 分 子 层 而 言 ， 
离子 化 的 ， 如 在 十 二 烷 基 硕 酸 钠 (SDS) 中 ; 也 可 以 是 非 离 ”它们 更 容易 形成 胶 半 (图 10-4) 
子 化 的 ， 如 Triton 去 污 剂 。 这 两 种 通用 的 去 污 剂 的 结构 见 
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可 六 性 混合 脂 -去 污 剂 胶 束 


十 二 烷 基础 酸 钠 (SDS) 。 Triton X-100 


图 10-24 ”用 中 性 去 污 剂 溶解 膜 蛋 白 图 10-25 两 种 常用 的 去 污 剂 的 结构 

去 污 剂 破坏 脂 双 层 ， 通 过 形成 蛋白 质 - 脂 - 去 污 剂 复合 物 将 蛋白 质 带 到 PRM (SDS) 是 阴离子 去 污 
溶液 中 。 膜 中 的 磷脂 分 子 也 能 通过 去 污 剂 增 溶 M, Triton X-100 是 非 离子 型 去 污 剂 。 

每 种 去 污 剂 的 疏水 部 分 都 用 绿色 显示 ， 


亲 水 部 分 用 蓝 色 显示 。Tiiton X-100 中 
括 在 一 起 的 部 分 是 一 个 8 次 重复 


使 用 SDS 之 类 的 强力 离子 型 去 污 剂 ， 即 使 路 水 性 再 强 的 膜 蛋 白 也 能 被 溶解 。 这 使 得 可 以 
用 SDS-PAGE 来 分 析 这 些 蛋 白质 (讨论 见 第 8 章 )， 这 个 过 程 革新 了 膜 蛋 白 的 研究 。 如 此 强 
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力 的 去 污 剂 通过 结合 那些 蛋白 质 内 部 的 疏水 中 心 来 将 蛋白 质 打开 〈 使 蛋白 质变 性 )， 因 此 得 到 
的 蛋白 质 是 无 活性 的 也 不 能 用 于 功能 的 研究 中 。 不 过 蛋白 质 在 SDS 变性 后 很 容易 被 纯化 。 在 
有 些 研究 中 ， 除 去 去 污 剂 后 纯化 好 的 蛋白 质 还 能 复 性 ,恢复 功能 上 的 活性 。 

通过 使 用 一 些 温和 的 去 污 剂 ， 许 多 疏水 性 膜 蛋 白 能 被 增 溶 ， 然 后 可 在 保有 活性 的 情况 下 
得 到 纯化 。 像 Triton X-100 之 类 的 去 污 剂 可 以 覆盖 在 蛋白 质 跨 膜 片段 上 。 通 过 这 种 方法 ,， A 
有 功能 活性 的 膜 蛋白 系统 能 够 从 纯化 后 的 成 分 中 还 原 ， 这 提供 了 分 析 这 些 蛋白 质 系 统 功能 的 
有 力 手段 (图 10-26), 


去 污 剂 胶 柬 + 单 体 


M-AM 


BEALNa’-K HE 


去 污 剂 胶东 + 单 体 


lig: SME EON -KFA 
east me 
图 10-26 ”中 性 去 污 剂 用 于 溶解 、 纯 化 和 重新 组 成 功能 性 膜 蛋 白 系 统 
在 这 个 例子 中 ， 功 能 性 的 Na-K SUPRA SEE A RIRN. Nat-K* 
系 是 一 种 存在 于 大 多 数 动物 细胞 的 质 膜 中 的 离子 东 ， 它 使 用 ATP 水 解 的 能 量 将 
Nat Sih. HK 泵 和 细胞， 讨论 见 第 11 章 
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用 血 影 细 胞 来 研究 胞 质 内 侧 的 质 膜 蛋白 


关于 人 红细胞 (图 10-2 质 膜 的 了 解 多 于 关于 其 他 任何 真 核 细 胞 膜 的 了 解 。 关 于 这 个 有 
好 几 个 原因 。 例 如 ， 从 血库 中 可 以 获得 大 
量 的 不 含有 其 他 细胞 类 型 的 红细胞 〈 也 叫 
做 红血球 )。 因 为 红细胞 不 具有 细胞 核 和 其 
他 细胞 器 ， 质 膜 是 细胞 唯一 的 膜 ， 它 在 分 
离 后 将 不 会 混杂 有 细胞 内 膜 〈 因 此 避免 了 
从 其 他 真 核 细胞 中 准备 质 膜 的 一 系列 问题 ， 
在 那些 细胞 中 质 膜 在 细胞 膜 的 含量 要 少 
于 5%)。 

通过 将 细胞 放 到 一 个 盐 浓 度 低 于 细胞 
内 部 的 溶液 中 ， 很 容易 就 能 准备 空 的 红 细 
胞 膜 ， 或 者 叫 血 影 细 胞 。 然 后 水 流 进 红 细 
胞 ， 因 此 红细胞 脱 胀 并 破裂 (细胞 溶解 )， 图 10-27 人 红细胞 的 扫描 电子 显微镜 照片 
将 血红 蛋白 和 其 他 细胞 质 中 的 蛋白 质 释放 细胞 有 双 止 形状， 不 含 细 胞 核 和 其 他 细胞 器 
出 来 。 当 这 种 膜 还 是 漏 的 时 候 可 以 用 于 研究 (那些 能 够 和 膜 两 面 结合 的 试剂 被 用 在 这 种 情况 
中 )， 这 种 膜 也 能 重新 密封 ， 这 样 那些 水 溶性 的 试剂 就 到 不 了 内 表面 。 此 外 ， 也 能 利用 血 影 细 
胞 准备 反 转 封装 〈sealed inside-out) (PEM (P 10-28)， 因 此 能 够 分 别 研究 膜 的 内 侧 ( 胞 质 
一 侧 ) 和 外 侧 。 使 用 密封 的 和 未 密封 的 血 影 细 胞 首次 证 明了 有 些 膜 蛋白 是 横 跨 脂 双 层 的 〈 接 
下 来 会 提 到 ) 以 及 双 分 子 层 的 两 半 中 的 脂 分 子 组 成 是 不 同 的 。 像 这 样 许多 最 初 在 红细胞 膜 中 
证 明 的 基本 原理 ， 后 来 发 现 也 适用 于 真 核 细胞 和 细菌 的 许多 膜 上 。 


om 密封 的 血 影 细 胞 

AY oO OO 
Der tf 
Re 


图 10-28 密封 和 未 密封 的 血 影 细 胞 的 准备 以 及 普通 囊 泡 ( right-side-out vesicle) 
FURR (inside-out vesicle) 的 准备 


膜 蛋白 的 “ 面 ”能 够 通过 好 几 种 方法 测定 。 一 种 方法 是 使 用 一 类 共 价 标记 试剂 〈 璧 如 放 

射 性 或 荧光 的 标记 物 )， 这 种 试剂 是 水 溶性 的 ， 因 此 不 能 透 过 脂 双 层 ; 这 种 试剂 只 能 共 价 结合 
到 蛋白 质 暴露 在 膜 外 面 的 那 部 分 。 然 后 用 去 污 剂 溶解 膜 ， 通 过 SDS-PAGE 分 离 这 种 蛋白 质 。 

这 种 标记 的 蛋白 质 能 通过 放射 性 凝 胶 中 放射 自 显 影 ， 或 荧光 (将 凝 胶 暴露 在 紫外 光 下 ) 来 

检测 。 通 过 使 用 这 种 向 量 的 标记 ， 检 测 凝 胶 中 蛋白 质 条 带 ， 能 够 测 出 特定 的 蛋白 质 如 何在 膜 

上 确定 方向 。 例 如 ， 如 果 它 从 胞 内 侧 和 胞 外 侧 都 被 标记 上 ， 那 么 它 一 定 是 一 个 跨 膜 蛋 白 。 一 
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REE ANT FL Jr JA A DUOLAR A SE EEE 
白水 解 酶 中 ， 这 种 酶 是 不 能 透 过 膜 的 :如果 一 个 蛋 
210000 白质 从 两 个 表面 都 被 消化 ， 那 它 一 定 是 跨 膜 蛋白 。 
mo Nin 此外， 只 能 和 和 蛋白 质 某 部 分 结合 的 标记 抗体 ， 也 能 
用 于 检测 跨 膜 蛋白 暴露 在 膜 外 的 两 侧 的 部 分 是 不 是 


co 


抗体 所 能 结合 的 那 部 分 。 
100 000 mE 使 用 SDS-PAGE 研究 人 红血球 的 膜 蛋 白 时 ， 大 
30000 menace 。 约 检测 到 15 种 主要 的 蛋白 质 条 带 ， 分 子 质量 从 15 一 


SooS 250kDa 变化 ,这些 蛋白 质 中 有 三 种 一 血 影 蛋白 、 


血型 糖 蛋白 和 带 3 蛋白 ， 占 了 所 有 膜 蛋白 重量 的 
60% 以 上 (图 10-29)。 这 些 蛋 白质 每 种 都 以 一 个 不 
同 的 方式 排列 在 膜 中 。 所 以 我 们 将 以 这 些 蛋 白质 为 
例 来 说 明 蛋 白质 和 膜 结 合 的 三 种 主要 的 方式 ， 这 不 
仅仅 适用 于 红血球 ， 而 且 也 适用 于 其 他 细胞 。 


血 影 蛋白 是 一 个 细胞 骨架 蛋白 ， 通 过 非 
共 价 作用 和 红细胞 膜 的 胞 质 面相 连 


大 部 分 与 人 体 红 血球 细胞 膜 结合 的 蛋白 质 分 子 
都 是 与 脂 双 层 胞 质 侧 结合 的 外 周 膜 蛋白 。 这 类 蛋白 


43 000 — mm — 肌 动 蛋白 


(B) 


图 10-29 人 红细胞 膜 蛋白 的 质 中 含量 最 丰富 的 是 血 影 蛋白 ,这 是 一 种 又 长 又 细 
SDS-PAGE Fii 的 柔软 的 杆 状 的 100nm 长 的 蛋白 质 ， 它 大 概 构成 了 
CA) BERIT AG OMJER: (B) ER Hf BE 


膜 结合 蛋白 的 质量 的 25% (一 个 细胞 中 大 概 有 
lk 白 所 在 的 位 置 表现 在 示意 用 中 。 LETE] R 
REBR, ung ay ra 2.5X10 个 血 影 蛋白 )。 它 是 蛋白 质 网 络 〈 细 胞 肯 
的 一 些 条 带 在 示意 图 中 被 略 去 。 血 型 巍 蛋白 上 2O 中 的 主要 组 成 部 分 ， 它 作为 红细胞 膜 的 构成 基 
的 大 基带 负电 的 糖 基 降 低 了 它 的 迁移 率 ， 所以。 础 ， 维 持 着 这 种 细胞 膜 的 两 面 凹陷 的 形状 和 结构 的 
HLA EO SLE AACA Se OE 3 蛋白 一 样 ”完整 (图 10-26)。 如 果 在 低 离子 浓度 的 溶液 内 将 细 
BE Tee 胞 骨架 从 血 影 细胞 中 分 离 出 来 ， 那 么 细胞 膜 就 会 碎 
BUR EH. 

血 影 蛋白 是 两 种 大 型 的 、 结 构 相 似 的 亚 基 组 成 的 异 聚 体 heterodimer) (图 10-30), iX 
些 异 聚 体 头 对 头 自我 连接 形成 了 200nm 长 的 四 聚 体 。 四 五 个 四 聚 体 通过 结合 肌 动 蛋白 纤维 和 
其 他 的 细胞 骨架 蛋白 质 (包括 带 4. 1 蛋白 ) 的 形式 又 相互 连接 ， 而 形成 了 一 个 “连接 复合 
体 "。 最 终 所 形成 的 是 一 个 可 以 变形 的 网 络 状 结构 ， 它 是 构成 细胞 膜 的 整个 胞 质 表面 的 基础 。 
就 是 这 种 血 影 蛋白 为 基础 的 细胞 骨架 使 红血球 可 以 在 被 挤 压 通过 毛细 血管 的 时 候 经 受 住 它 的 
膜 的 压力 。 在 血 影 蛋白 上 出 现 基因 异常 的 人 和 鼠 会 患 有 贫血 ， 并 且 他 们 的 红血球 的 形状 不 是 

两 面 凹陷 而 是 球形 的 ， 而 且 十 分 脆弱 。 血 影 蛋白 越 缺 乏 ， 贫 血 症状 就 越 严 重 。 
通过 监测 放射 性 标记 的 血 影 蛋白 在 那些 已 经 去 除了 血 影 蛋白 和 其 他 的 外 周 膜 蛋白 的 红 细 
胞 膜 的 结合 ， 鉴 定 出 血 影 蛋白 细胞 骨架 附 在 细胞 质 膜 上 主要 是 依靠 蛋白 质 的 作用 。 这 些 试验 
表明 血 影 恒 白 的 结合 取决 于 一 种 细胞 内 附属 的 大 和 蛋白质 ， 叫 锚 蛋 白 。 锚 蛋白 既 与 血 影 蛋白 相 
连 又 与 跨 膜 蛋 白带 3 蛋白 的 胞 质 区 相连 (图 10-31)。 通 过 将 带 3 蛋白 与 血 影 蛋白 相连 ,， 错 蛋 
白 就 将 血 影 蛋 白 网 络 与 细胞 膜 相连 了 。 这 也 大 大 减少 了 脂 双 层 中 绑 定 的 带 3 蛋白 的 扩散 率 。 


以 血 影 蛋白 为 基础 的 细胞 骨架 也 通过 另 一 种 机 制 与 细胞 膜 相 连 。 这 种 机 制 依靠 上 文 提 到 的 带 
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” BRE SRM RAE 106 个 氨基 酸 长 的 结构 域 


(A) 


图 10-30 人 红细胞 中 的 血 影 蛋白 
蛋白 质 分 别 用 示意 图 (O 和 电子 显微镜 照片 (D 显示 。 每 个 血 影 蛋 白 二 夺 体 是 由 两 条 方向 平行 、 松 散 缠绕 的 柔软 的 
多 及 链 组 成 ， 两 条 链 分 别称 为 a 链 和 8B 链 。 两 条 链 在 多 个 位 置 通过 非 共 价 键 结合 。 两 个 二 聚 体 可 以 通过 磷酸 化 的 头 部 末 
端 形成 四 聚 体 。a 链 和 B 链 大 部 分 都 是 由 106 个 氨基 酸 长 的 重复 区 域 组 成 。 在 显 微 照片 中 ， 血 影 蛋 白 已 经 被 用 铂 投影 
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带 41 蛋 白 
(A) 100 nm 


图 10-31 在 人 红细胞 膜 胞 质 侧 的 基于 血 影 蛋白 的 细胞 骨架 
用 示意 图 .(A) 和 电子 显 微 照片 (B) 显示 结构 。 显 示 在 示意 图 中 的 排列 主要 是 从 那些 对 纯化 后 的 蛋白 质 在 体外 的 相互 
作用 的 研究 中 推出 ， 血 影 蛋白 二 聚 体 通过 连接 复合 物 〈 在 左边 的 图 框 中 有 放大 图 ) 连接 成 网 状 结构 。 连 接 复合 物 由 短 的 
肌 动 蛋白 纤维 〈 包 括 13 个 肌 动 蛋白 单 体 )、 带 4. 1 蛋白 、 内 收 蛋 白 和 一 个 原 肌 球 蛋白 组 成 。 电 子 显 微 照 片 显示 固定 并 负 
染 后 的 红细胞 膜 胞 质 侧 的 细胞 骨架 。 为 了 能 更 好 地 观察 结构 细节 ， 血 影 蛋 白 网 状 结构 被 特意 拉 开 ,普通 细胞 中 ， 网 状 结 
构 更 拥挤 ， 只 占 现在 面积 的 1/10 [ (B) 由 T. Byers and D. Branton 提供 ,Proc. Natl. Acad, Sci, USA 82; 6153~ 
6157, 1985. © National Academy of Sciences} 


4. 1 蛋白 。 这 种 蛋白 质 连接 血 影 蛋白 与 肌 动 蛋白 ， 但 同时 也 连接 带 3 蛋白 的 胞 质 区 以 及 血型 
糖 蛋 白 ， 血 型 糖 蛋白 是 红细胞 中 另外 一 种 主要 的 跨 膜 蛋 白 。 

一 个 相似 的 ， 但 更 精细 也 更 复杂 的 细胞 骨架 网 络 存在 于 我 们 体内 大 部 分 细胞 的 质 膜 底下 。 
这 个 网 络 ， 构 成 了 胞 质 溶液 的 皮层 ， 其 中 富 含 肌 动 蛋白 丝 ， 这 种 细 丝 被 认为 能 通过 多 种 方式 
连接 质 膜 。 我 们 将 在 第 16 章 讨论 那些 存在 于 真 核 细胞 的 皮层 中 ， 与 血 影 蛋白 、 锚 蛋白 和 带 
4. 1 蛋白 在 结构 上 同 源 的 蛋白 质 以 及 这 些 蛋 白质 和 质 膜 的 相互 作用 。 


血型 糖 蛋白 用 一 个 单个 的 a 螺旋 穿 过 红细胞 的 脂 双 层 


血型 糖 蛋白 是 暴露 在 人 体 红细胞 外 表面 的 两 种 主要 蛋白 质 之 一 ， 也 是 第 一 种 被 测定 出 氨基 


酸 全 序列 的 膜 蛋白 。 如 图 10-22 中 所 显示 的 跨 膜 蛋白 模型 那样 ， 血 型 糖 蛋白 是 一 种 单 次 跨 膜 的 
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小 型 糖 蛋白 CA 131 种 氨基 酸 ) ， 它 的 大 部 分 都 在 细胞 膜 的 外 表面 ， 这 里 也 是 亲 水 性 N 端 所 在 的 
地 方 。 蛋 白质 的 这 个 部 分 携带 了 所 有 的 糖 基 (在 16 个 单独 的 低 聚 糖 侧 链 中 大 约 有 100 个 糖 残 
基 )， 这 些 糖 基 占 该 分 子 质量 的 60%。 事 实 上 ， 红 细胞 表面 糖 基 的 绝 大 部 分 (超过 90% 的 唾液 
酸 和 表面 大 部 分 的 负电 荷 ) 是 由 血型 糖 蛋白 分 子 携带 的 。 而 血型 糖 蛋白 的 亲 水 C 端 暴露 在 胞 质 
中 ， 而 该 蛋白 质 穿 过 脂 双 层 的 是 23 个 氨基 酸 长 的 a 螺旋 琉 水 片段 [图 10-20 (A)]。 

尽管 一 个 细胞 里 有 将 近 100 万 个 血型 糖 蛋白 分 子 ， 但 它们 的 功能 仍 不 为 人 所 知 。 可 是 事实 
上 ， 如 果 人 体 的 红血球 细胞 缺少 这 种 分 子 的 主要 亚 类 ， 人 体 也 可 以 非常 健康 。 尽 管 血型 糖 蛋白 
只 在 红细胞 里 才能 找到 ， 可 是 它 的 结构 却 是 一 种 普通 类 型 的 膜 蛋白 的 结构 ， 这 种 膜 蛋白 是 由 一 
个 单个 的 螺旋 穿 过 脂 双 层 的 。 例 如 ， 许 多 细胞 表面 受 体 都 属于 这 一 类 。 

血型 糖 蛋白 通常 作为 一 个 同型 二 聚 体 而 存在 。 它 的 两 个 相似 的 链 主 要 是 通过 非 共 价 相互 
作用 在 跨 膜 的 "螺旋 中 连接 的 。 这 样 ， 膜 蛋白 的 跨 膜 片段 总 是 多 于 一 个 疏水 性 的 锚 ; 朴 水 氨基 
酸 的 序列 可 能 包含 了 介 导 蛋白 质 间 的 相互 作用 的 信息 。 同 样 地 ， 在 多 次 跨 膜 蛋白 中 的 单个 跨 
膜 片段 在 折 伙 后 的 蛋白 质 结构 中 占据 着 特定 的 位 置 ， 那 能 够 由 周围 的 a 螺旋 之 间 的 相互 作用 所 
确定 。 通 常 ， 多 次 跨 膜 蛋白 的 跨 膜 片段 在 胞 质 或 非 细 胞 质 中 的 之 间 通 过 的 茎 环 结构 的 多 肽 链 
相连 ， 这 种 多 肽 链 会 被 蛋白 酶 切断 ， 产 生 的 片段 停留 在 一 起 的 话 还 能 正常 执行 功能 。 有些 情 
况 下 ,碎片 可 以 传递 到 细胞 中 ,它们 自己 又 可 以 适当 地 组 合 形成 一 个 具有 功能 的 蛋白 质 
(图 10-32)。 


(A) 
片段 | 片段 > 
—r 


(B) 


蛋白 质 片段 基因 1 ”蛋白质 片 段 基因 2 
=== 


ii i 


H1032 单 链 多 次 跨 膜 蛋白 向 双 链 多 次 跨 膜 蛋 白 的 转变 
CA) 蛋白 质 的 一 个 荃 环 被 水 解 切 开 成 两 个 片段 ， 两 个 片段 保持 在 一 起 ， 仍 能 正常 执行 功能 ;，(B) 从 分 
开 的 基因 中 表达 了 和 (A) 中 相同 的 两 个 片段 ， 得 到 了 一 个 正常 执行 功能 的 相似 蛋白 质 


COOH 
正常 功能 的 双 链 多 次 跨 膜 蛋白 


coon 
COOH 
NH, 
单 链 多 次 跨 膜 蛋白 
HN 
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红细胞 中 的 带 3 蛋白 是 一 个 促进 阴离子 转运 的 多 次 跨 膜 蛋白 


与 血型 糖 蛋白 不 同 ， 带 3 蛋白 被 认为 在 红细胞 中 具有 重要 作用 。 它 得 名 于 在 SDS- 聚 丙烯 酰 
胺 凝 胶 中 和 其 他 膜 蛋 白 的 相对 位 置 〈 图 10-29)。 与 血型 糖 蛋白 相同 的 是 ， 带 3 蛋白 是 一 种 跨 膜 
蛋白 , 但 它 是 一 种 多 次 跨 膜 蛋白， 它 用 一 种 高 度 折 全 的 构象 横 跨 细 胞 膜 。 一 般 认 为 它 的 多 肽 链 
(大 概 930 个 氨基 酸 ) 横 穿 过 双 分 子 层 12 次 。 

红细胞 的 主要 功能 是 从 肺 部 运输 氧气 到 各 个 组 织 ， 并 且 将 二 氧化 碳 从 各 个 组 织 输送 回 肺 部 。 
带 3 蛋白 在 第 二 个 功能 中 的 作用 至 关 重要 。 因 为 二 氧化 碳 难 溶 于 水 ， 带 3 蛋白 在 血浆 中 的 运输 
是 以 碳酸 氧 盐 的 形式 来 传输 的 。 红 细胞 中 有 一 种 酶 可 以 通过 催化 HO + CO, =H; + H* 
的 反应 来 进行 二 氧化 碳 和 水 的 组 合 和 分 解 。 带 3 蛋白 起 着 一 个 阴离子 运送 者 的 作用 ， 它 通过 交 
换 毛 离子 让 碳酸 氢 根 离子 穿 过 细胞 膜 。 通 过 提高 了 红细胞 膜 对 碳酸 氢 根 离子 的 透 过 性 ， 这 个 输 
送 者 能 够 增加 血液 输送 给 肺 部 的 二 氧化 碳 的 含量 。 

通过 冷冻 断裂 电子 显 微 技术 〈freeze fracture electron 
microscopy)， 可 以 看 到 带 3 蛋白 是 明显 的 膜 内 粒子 。 在 这 
个 实验 过 程 中 ， 细 胞 在 液 氨 中 冷冻 ， 冻 成 的 冰 块 用 刀 切 4 -Ma 
F, AAR OR UZAK PORIA, game “ 
这 样 就 把 脂 类 双 分 子 分 成 了 两 个 单 层 〈 图 10-33)。 暴 露 
的 断面 用 铂 来 投影 ， 再 用 电子 显微镜 观察 这 个 铂 层 ， 用 Be mu 
SPDT ROI AT PAE. AHE É i ER A A A E E AF N 
FAS 708 


BERKA 


许多 膜 内 粒子 ， 它 们 的 直径 差不多 7. 5nm， 并 且 随机 分 
布 (图 10-34)。 这 些 粒子 被 认为 主要 是 带 3 蛋白 。 当 合 


a 
成 脂 双 层 通过 重组 过 程 带 上 纯化 的 带 3 蛋白 时 ， 双 分 子 1 
层 断 裂 后 ， 就 可 以 通过 显微镜 看 到 典型 的 7. 5nm 长 的 膜 ly j 
- 


内 粒子 。 图 10-35 显示 了 为 什么 冰冻 断裂 电子 显 微 技术 
可 以 看 到 红细胞 膜 上 的 带 3 蛋白 ， 却 看 不 到 血型 精 
蛋白 。 Se 内 半 层 暴露 

为 了 将 本 水 小 分 子 转运 穿 过 细胞 膜 ， 一 个 腊 转 运 蛋 
白 必 须 穿 透 脂 双 层 的 疏水 屏障 ， 并 为 亲 水 分 子 的 穿 过 提 etree enema 
供 一 通道 。 正 如 之 前 讨论 过 的 成 孔 B 桶 状 蛋白 一 样 ， 多 。 子 层 在 胞 质 层 的 疏水 部 内 半 层 P face) 的 
次 跨 膜 蛋白 的 分 子 结构 也 很 适合 完成 这 一 任务 。 在 很 多 图像， 又 能 显示 双 分 子 层 外 层 的 朴 水 部 外 
SIGH OU, RAN a REBEL IRA Ot) FE (Clon) RR. TRIE H 
ALIKE. UK URE BILE — A, RA i : f 
在 细胞 有 的 脂 分 子 层 。 亲 水 侧 链 聚 集 在 另 一 便 ， 在 那里 V SRR EUAN 
它们 构成 了 部 分 的 亲 水 管 孔 的 衬里 ， 而 那些 亲 水 管 孔 是 
由 一 些 这 样 的 两 性 螺旋 在 脂 双 层 的 琉 水 中 心 并 排 成 环 而 形成 的 。 

在 第 11 章 中 ， 我 们 将 考虑 为 什么 多 次 跨 膜 蛋白 会 被 认为 介 导 了 亲 水 小 分 子 特定 的 跨 膜 转 
运 。 但 如 果 我 们 想 详细 了 解 腊 转 蛋白 实际 上 是 如 何 工作 的 我 们 就 需要 有 关 双 分 子 层 的 三 维 结构 
的 精确 信息 。 其 中 一 种 像 这 样 的 细节 已 知 的 质 膜 蛋白 叫 细菌 视 紫红 质 ， 在 一 些 古 细菌 的 质 腊 中 
它 是 作为 一 种 光 活化 的 质子 泵 。 细 菌 视 紫红 质 的 结构 与 其 他 的 许多 膜 蛋白 相似 ， 接 下 来 我 们 简 
单 地 讨论 它 。 


+ 671 


Tpm 


图 10-34 人 红细胞 的 冰冻 断裂 电子 显 微 照 片 
需要 注意 的 是 膜 内 颗粒 的 密度 在 胞 质 面 (P) 的 比 外 层 膜 (E)》 的 要 高 
(经 LEngstrom 和 D. Branton 许可 ) 


冰冷 细胞 外 水 


ens 血型 精 强 白 分 子 
带 3 蛋白 分 子 


LECI 
P tace E taco 
Wain “a wi a 


图 10-35 HARER, EAMA hh 3 蛋白 和 血型 糖 蛋白 可 能 的 命运 
人 血细胞 膜 中 的 band 3 和 血型 糖 蛋 白 分 子 在 冰冻 断裂 时 的 可 能 命运 ， 当 脂 双 层 被 裂 开 时 ， 每 个 跨 膜 蛋白 分 子 的 膜 内 部 分 和 
膜 外 部 分 从 相关 的 脂 单 层 脱离 ， 而 蛋白 质 分 子 则 倾向 于 滞留 在 包含 了 大 部 分 蛋白 的 脂 单 层 中 。 由 于 这 一 原因 ，band 3 分 子 
通常 滞留 于 内 小 页 断裂 面 ， 即 P 面 ， 且 该 分 子 在 断 列 面 上 形成 的 团 块 足够 大 ， 因 此 ，band 3 分 子 是 易于 识别 的 膜 内 颗粒 。 
血型 糖 绰 白 分 子 通 常 洪 留 于 外 小 页 断裂 面 ， 即 E 面 ， 但 一 般 认 为 该 分 子 的 胞 质 溶胶 尾 不 够 大 ， 因 而 在 断裂 面 上 不 可 见 。 


细菌 视 紫红 质 是 一 个 质子 泵 ， 通 过 7 个 a 螺旋 穿 过 脂 双 层 


古 细菌 哮 盐 菌 的 “ 紫 膜 ”是 质 膜 里 特殊 的 一 小 片 ， 但 它 却 包含 着 一 类 蛋白 质 分 子 一 一 细 
菌 视 紫红 质 (图 10-36)。 每 个 细菌 视 紫 红 质 分 子 包含 

ae AY) se 一 个 单个 的 光 吸 收 基 团 ， 或 者 叫做 生 色 团 〈 叫 视 网 
醛 )， 这 一 物质 让 蛋白 质 皇 现 紫 色 。 视 网 醛 是 一 种 醛 类 

py 形式 的 维生素 A， 它 与 在 誉 椎 动物 眼睛 中 的 感光 细胞 
中 的 视 柴 质 中 发 现 的 生 色 团 很 相似 《讨论 见 第 15 3), 
这 些 二 细 苗 生 活 在 盐水 中 。 暴 露 在 阳光 下 , 已 经 ” 视 网 醛 与 细菌 视 紫 红 质 蛋白 中 的 赖 氨 酸 侧 链 共 价 相连 。 
进化 出 一 系列 的 光 活化 蛋白 ， 包 括 细菌 视 紫红 质 。 当 被 光线 中 的 单 光子 激活 时 ， 激 发 态 的 生 色 团 会 改变 
这 种 在 脂 膜 中 的 光 活化 质子 到 形状 并 导致 蛋白 质 中 一 系列 小 的 结构 变化 ， 这 些 变化 
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会 帮助 把 氧 离子 从 细胞 里 转运 到 细胞 外 (图 10-37)。 在 强 光 下 ， 每 一 个 细菌 视 紫红 质 分 子 可 以 
在 一 秒 内 泵 出 几 百 个 质子 。 这 些 光 驱动 的 质子 转运 建立 了 一 个 跨 膜 的 氧 离子 梯度 ， 它 反 过 来 又 
会 促进 细胞 质 膜 里 另 一 个 蛋白 质 的 ATP 的 生产 ， 以 及 其 他 能 够 利用 这 种 所 离子 梯度 里 所 储藏 的 
能 量 的 过 程 。 因 此 ， 细 菌 视 紫红 质 可 以 说 是 给 细菌 细胞 提供 能 量 的 太阳 能 传感器 的 一 部 分 。 


NH, 
胞 外 空间 


脂 双 层 的 
RRB 


Gnm) 


HOOC g 


图 10-37 细菌 视 紫红 质 分 子 的 三 维 结构 
多 肽 链 以 “螺旋 的 形式 穿 过 脂 双 层 7 次。 图 中 显示 了 视 黄 醛 生 色 团 的 位 置 ( 紫 色 ) AGT AY A 
子 可 能 的 通道 。 最 开始 也 是 最 关键 的 一 步 是 在 生 色 团 吸收 一 个 光子 后 ， 一 个 质子 被 从 生 色 团 传递 到 85 位 
的 天 门 冬 氨 酸 的 侧 链 上 红色， 位 于 生 色 团 旁 边 )。 随 后 利用 那些 跨 膜 排列 成 一 个 通道 的 亲 水 性 氨基 酸 侧 
链 ， 这 些 质子 传递 者 完成 泵 循环 ， 使 得 酶 恢复 到 起 始 状态 。 颜 色 代码 ; FAM ME), KILA G 
色 )， 精 氨 酸 〈 蓝 色 ) (改编 自 H. Luecke et al. ， Science 286; 255~260, 1999) 


要 通过 分 子 细节 了 解 多 次 跨 膜 蛋白 的 功能 ， 就 必须 精确 地 定位 它 的 每 个 原子 ， 这 一 般 需 要 对 
排列 秩序 的 蛋白 质 三 维 晶 体 进行 X 射线 衍射 研究 。 但 因为 它们 的 两 性 分 子 的 性 质 ， 这 些 蛋 白质 只 
在 去 污 剂 洲 液 中 可 溶 ， 而 且 很 难 结晶 。 然 而 ， 紫 膜 中 的 大 量 的 细菌 视 紫红 质 分 子 是 按照 平面 二 维 
方式 结晶 的 。 通 过 使 用 电子 显微镜 与 电子 衍射 分 析 相 结合 ， 常 规 的 配置 已 经 可 以 高 分 辩 率 3A) 
地 测定 蛋白 质 的 三 维 结构 以 及 细菌 视 紫 红 质 在 膜 中 的 定向 。 这 一 过 程 被 称 为 电子 晶体 学 ， 它 与 通 
过 X 射线 衍射 分 析 研 究 可 溶 蛋白 质 的 三 维 晶 体 结构 相 类 似 。 通 过 电子 晶体 学 获得 的 这 个 结构 随后 
被 验证 ， 而 且 比 X 射线 晶体 学 有 更 高 的 分 辨 率 。 这 些 研究 表明 了 每 个 细菌 视 紫红 质 分 子 都 折 乔 成 7 
个 紧密 排列 的 a 螺旋， 每 个 螺旋 都 包含 25 个 氨基 酸 ， 它 们 穿 入 脂 双 层 的 角度 都 有 所 不 同 。 通 过 在 
较 低温 度 下 冷冻 蛋白 质 结晶 的 方式 ， 了 解 蛋 白质 在 泵 作用 循环 中 的 中 间 构 象 已 经 成 为 可 能 。 

细菌 视 紫红 质 是 膜 蛋白 大 家 庭 中 的 一 员 ， 它 同 膜 蛋白 家 族 中 的 许多 蛋白 质 有 相似 的 结构 
却 有 不 同 的 功能 。 举 例 来 说 消 椎 动物 视网膜 中 的 杆 状 细胞 中 的 视 紫 质 ， 以 及 许多 能 结合 胞 外 
信号 分 子 的 细胞 表面 受 体 蛋 白 ， 都 是 在 7 个 跨 膜 的 a 螺旋 的 结构 上 组 成 的 。 这 些 蛋白 质 的 功 
能 与 其 说 是 信号 转运 不 如 说 是 信号 传感器 : 每 一 个 蛋白 质 通过 激活 细胞 内 另 一 个 蛋白 质 的 方 
式 来 对 胞 外 信号 应 答 ， 这 种 激活 可 以 在 胞 质 里 产生 化 学 信号 ， 正 如 我 们 在 第 15 章 里 要 讨论 的 
一 样 。 尽 管 细菌 视 紫红 质 的 信号 受 体 与 哺乳 动物 的 信号 受 体 的 结构 十 分 相似 ， 它 们 在 序列 上 
却 有 很 大 不 同 ， 因 此 它们 可 能 分 属于 一 个 古老 的 蛋白 质 家 族 里 两 个 完全 不 同 的 进化 分 支 。 


膜 蛋白 通常 形成 大 复合 物 来 行使 功能 
一 些 膜 蛋白 作为 多 组 分 的 复合 物 的 部 分 来 行使 功能 。 其 中 一 些 已 经 通过 X 射线 晶体 学 得 
以 研究 。 其 中 一 个 是 细菌 的 光合 作用 中 心 ， 这 是 第 一 个 被 结晶 和 X 射线 衍射 分 析 的 蛋白 质 复 
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合 物 。 这 一 分 析 的 结果 对 于 膜 蛋白 来 说 有 普遍 重要 性 ， 因 为 这 是 第 一 次 显示 了 多 个 多 肽 如 何 
在 膜 中 相互 联合 形成 复杂 的 蛋白 质 机 器 〈 图 10-38) 。 在 第 14 章 我 们 要 讨论 像 这样 的 光合 复合 
物 如 何 捕获 光 能 并 将 H* 泵 出 膜 外 ， 同 时 也 要 讨论 那些 比 光合 作用 中 心 还 要 大 的 膜 蛋 白 复合 
物 的 结构 和 功能 。 膜 蛋白 通常 排 在 大 的 复合 物 中 ， 不 仅仅 用 于 捕获 多 种 形式 的 能 量 也 能 用 于 
将 胞 外 信号 转换 成 胞 内 信号 (讨论 见 第 15 章 ) 。 


图 10-38 细菌 Rhodopseudomonas viridis 的 光合 反应 中 心 的 三 维 结构 
这 个 结构 通过 X 射线 衍射 分 析 这 种 跨 膜 蛋白 复合 物 的 晶体 获得 .复合 物 包 括 4 个 亚 基 ， L 亚 基 、M 亚 基 、H 
亚 基 和 1 个 细胞 色素 。L 和 M 亚 基 形 成 反应 中 心 的 核心 ， 每 一 个 都 包括 5 个 跨 腊 的 a 螺旋。 图 中 黑色 部 分 显 
示 的 是 不 同 的 电子 传递 辅酶 位 置 所 在 。 需 要 注意 的 是 辅酶 排列 在 这 些 螺旋 之 间 的 空间 中 (改编 自 J]。Richard- 
son, ÆF J. Deisenhofer, O. Epp, K. Miki, R. Huber, and H. Michel. Nature 318; 618~624, 1985) 


许多 膜 蛋 白 在 膜 平面 中 扩散 


像 膜 脂 分 子 一 样 ， 膜 蛋白 不 能 在 脂 双 层 中 翻转 ， 但 是 它们 能 够 绕 一 和 膜 平面 垂直 的 轴 旋 
转 转动 扩散 )。 此 外 ， 很 多 膜 蛋 白 能 够 在 膜 中 侧 向 移动 〔 侧 向 扩散 )。 一 些 质 膜 蛋白 可 以 膜 
平面 中 移动 的 第 一 个 直接 的 证 据 是 通过 一 个 实验 来 证 明 的 ， 在 这 个 实验 中 将 小 鼠 细 胞 和 人 细 
胞 人 工 融 合 ， 产 生 杂 交 细胞 〈 异 核 体 )。 两 种 不 同 标记 的 抗体 被 用 来 选择 性 地 区 分 小 鼠 和 人 质 
膜 蛋白 。 尽 管 在 新 形成 的 异 核 体 中 小 鼠 和 人 的 蛋白 质 开始 时 被 限制 在 它们 原来 所 属 的 那 一 半 
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AS 人 细胞 


ye \ 
REA BEA 
细胞 融合 


异 核 体 


AS LIBRE C1 DLA (A) 
以 荧光 素 标记 (@) 和 人 膜 蛋白 抗体 ( 八 ) 
以 罗丹 明 标记 (@) 
>% 
时 间 =Omin 
e 
时 间 =40min 


图 10-39 用 人 鼠 杂 交 细 胞 证 明 质 膜 蛋白 的 混合 的 一 个 实验 
在 卢 和 人 的 蛋白 质 开始 时 分 别 被 限制 在 新 形成 的 异 核 体 脂 膜 中 它们 原来 所 在 的 那 一 半 内 。 但 是 随 着 
时 间 它 们 开始 混合 。 用 来 指示 蛋白 质 的 这 两 种 抗体 可 以 在 荧光 显微镜 中 区 分 ， 因 为 荧光 素 是 绿色 而 
罗丹 明 是 红色 的 《基于 LD. Frye and M Edidin 的 描述 , J. Cell Sc. 7; 319~335, 1970. © The 
Company of Biologists) 


中 ,但 大 约 30min 之 后 ， 这 两 类 蛋白 质 扩散 并 混合 到 整个 细胞 的 表面 (图 10-39), 
膜 蛋 白 侧 向 扩散 的 速率 可 以 通过 光 漂 白 后 荧光 恢复 (FRAP) 的 技术 来 测量 。 这 方法 通常 是 
用 特殊 的 荧光 基 团 来 标记 要 研究 的 膜 蛋 白 。 这 种 方法 的 实现 可 以 通过 用 抗体 之 类 的 荧光 配 体 和 
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图 10-40 ”使 用 光 漂白 技术 测量 膜 蛋白 侧 向 扩散 的 速率 
一 个 特定 的 膜 内 蛋白 可 以 用 荧光 抗体 标记 《正如 图 中 所 给 出 的 )。 或 者 可 以 表达 一 个 带 有 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 
HEREA. (A 用 FRAP 技术 ,使 用 一 束 激光 将 一 小 块 区 域 的 荧光 分 子 漂白 ， 随 着 被 漂白 的 分 子 扩散 出 这 片 
区 域 以 及 未 漂白 的 分 子 扩散 进入 这 片区 域 。 荧 光 强 度 估 复 .扩散 常数 可 以 从 恢复 率 的 图 中 计算 出 来 膜 蛋 白 的 
扩散 常数 越 大 ， 恢 复 越 快 。(B) 用 FLIP 技术 ， 连 续 照射 膜 的 一 个 区 域 ， 荧 光 测 量 在 另 一 个 区 域 。 随 者 荧光 蛋 
白 扩散 出 去 而 河 白 了 的 分 子 扩散 进来 ， 在 第 二 个 区 域 中 的 荧光 逐渐 衰弱 只 要 所 有 的 荧光 蛋白 分 子 都 是 可 移动 
的 ， 没 有 锚 定 在 细胞 骨架 或 胞 外 基质 上 的 话 ， 最 终 所 有 的 荧光 蛋白 分 子 都 会 被 漂白 
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蛋白 质 的 结合 或 利用 重组 DNA 技术 表达 和 GFP 融合 后 的 蛋白 质 (讨论 见 第 9 章 )。 然 后 用 激光 
将 一 小 片区 域 中 的 荧光 基 团 漂白 ,测量 临近 区 域 中 携带 有 未 漂白 的 配 体 和 GFP 的 蛋白 质 扩散 进 
人 漂白 后 的 区 域 所 需 的 时 间 [图 10-40 (A)]。 一 个 互补 的 技术 是 光 漂白 荧光 缺失 技术 (FLIP). 
这 种 方法 中 ， 用 一 东 激 光 连 续 照射 一 小 块 区 域 来 漂白 所 有 进入 该 区 域 的 荧光 分 子 ， 在 那 附近 逐 
渐 耗 尽 周 围 膜 中 所 有 的 荧光 标记 分 子 [图 10-40 (B)]。 通 过 这 种 测量 人 们 可 以 计算 那些 标记 的 
特定 细胞 表面 蛋白 的 扩散 系数 。 对 于 不 同 细胞 中 的 不 同 膜 蛋 白 扩 散 系数 的 值 有 很 大 差异 ， 因 为 
和 其 他 蛋白 质 的 相互 作用 会 不 同 程度 地 阻止 蛋白 质 的 扩散 。 对 那些 被 最 低 限度 阻止 的 蛋白 质 的 
测量 显示 细胞 膜 具 有 和 橄榄 油 类 似 的 黏度 。 


细胞 可 以 将 蛋白 质 和 脂 分 子 限定 在 细胞 膜 中 特定 区 域 


对 生物 膜 是 二 维 流体 的 认识 是 在 理解 膜 结构 和 功能 中 的 主要 进展 。 不 过 ， 对 于 那 幅 蛋白 质 

自由 地 漂浮 在 脂 分 子 的 海洋 中 的 生物 膜 图 像 ， 人 们 已 经 清楚 地 知道 这 种 认识 过 分 单纯 化 了 。 许 

多 细胞 有 很 多 将 膜 蛋 白 限 定 在 连续 脂 双 层 的 特定 区 域 中 的 方法 。 在 上 皮 细胞 中 ， 如 那些 排列 在 

肠 道 或 肾 小 管 中 的 细胞 ， 某 些 质 膜 酶 和 转运 蛋白 被 限制 在 细胞 顶端 的 表面 上 ， 而 其 他 则 被 限制 

在 底面 或 侧面 (图 10-41)。 这 种 膜 蛋 白 不 对 称 的 分 布 通常 是 上 皮 细 胞 功能 的 基础 ， 我 们 在 第 19 

这 一 点 。 这 两 个 膜 区 域 的 脂 类 成 分 也 是 不 同 的 ， 这 证 明了 上 皮 细 胞 既 能 防止 蛋白 质 分 

:这 些 区 域 间 的 扩散 也 能 防止 脂 分 子 的 扩散 。 不 过 ， 采 用 标记 了 的 脂 分 子 的 实验 显示 了 只 有 

那些 在 膜 外 部 单 层 的 脂 分 子 才 受 到 这 种 方式 的 限制 。 蛋 白质 和 脂 分 子 的 这 种 分 离 被 认为 至 少 部 

分 是 由 一 种 特殊 类 型 的 细胞 间 连 接 紧密 连接 :讨论 见 第 19 章 ) 所 设 定 的 屏障 来 维持 的 。 很 明 
显 ， 形 成 这 些 细胞 间 连 接 的 膜 蛋白 是 不 允许 在 相互 作用 的 膜 中 侧 向 扩散 的 。 
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图 10-41 一 个 质 膜 蛋 白 是 如 何 被 限制 在 一 个 特定 的 膜 区 域 中 
在 这 个 上 皮 细 胞 的 示意 图 中 。 蛋白 A《 在 顶部 的 膜 中 ) 和 蛋白 B (在 底部 和 侧面 的 膜 中 ) 能 够 
在 它们 所 处 的 区 域 中 侧 向 扩散 ， 但 是 不 能 进入 其 他 区 域 ， 至 少 有 部 分 是 被 特定 的 细胞 连接 限 
制 ， 这 种 连接 叫 牢固 连接 。 质 膜 的 外 膜 〈 非 胞 质 面 ) 脂 分 子 单 层 在 这 样 的 两 个 区 域 间 是 不 能 
扩散 的 ， 而 内 膜 〈 胞 质 面 ) 单 层 的 脂 分 子 却 能 扩散 〈 未 显示 ) 


一 个 细胞 也 能 不 用 细胞 间 连 接 建 立 一 个 膜 的 区 域 。 例 如 ， 哺 乳 动物 的 精子 是 一 个 由 连续 膜 
包 被 、 由 几 个 结构 和 功能 截然 不 同 的 区 域 组 成 的 单个 细胞 。 当 采用 多 种 抗体 〈 每 种 针对 一 种 特 
定 的 细胞 表面 分 子 ) 通过 免疫 荧光 显 微 技术 检测 一 个 精子 细胞 时 ， 发 现 质 膜 至 少 由 3 个 不 同 的 
区 域 组 成 〈 图 10-42)。 一 些 质 膜 分 子 能 在 它们 所 被 限制 的 那个 区 域 中 自由 扩散 。 防 止 这 些 分 子 
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离开 所 在 区 域 的 那些 “栅栏 ”的 分 子 机 制 还 不 清楚 。 许 多 细胞 也 有 相似 的 膜 栅栏 能 够 限制 膜 蛋 
白 在 某 些 膜 区 域 中 的 扩散 。 例 如 ， 神 经 细胞 质 膜 包含 有 一 个 围绕 细胞 体 和 树 突 的 区 域 和 另 一 个 


围绕 轴 突 的 区 域 。 其 中 认为 在 细胞 体 和 轴 突 结合 的 部 位 有 一 个 肌 动 蛋白 纤维 环 带 牢固 地 和 脂 膜 
结合 ， 形 成 了 栅栏 部 分 。 


L 
a 
a 


(A) 


图 10-42 一 个 豚鼠 精细 胞 质 膜 的 三 个 区 域 
-个 豚鼠 精细 胞 的 基本 图 像 。 在 三 对 显微镜 照片 中 ， 左 边 的 是 相差 显微镜 的 照片 ， 右 边 显示 的 是 相同 细胞 在 
胞 表面 免疫 荧光 染色 后 的 照片 。 不 同 的 单 抗 选择 性 标记 细胞 表面 的 分 子 。(B) 在 头 部 的 前 端 ，(C) 在 头 部 的 后 端 。 
(D) REMS GEME Selena Carroll and Diana Myles 授权 ) 


(A) 


在 所 有 的 这 些 例子 中 ， 蛋 白质 和 脂 分 子 的 扩散 被 限制 在 连续 质 膜 的 特定 区 域 中 。 已 经 知道 

了 细胞 具有 多 种 方法 固定 它们 的 膜 蛋白 。 在 盐 杆菌 的 紫色 膜 中 的 细菌 视 紫红 质 分 子 聚 集成 大 的 
- 维 晶体 ， 其 中 单个 蛋白 质 分 子 彼此 之 间 相 互 固 定 ， 这 种 大 聚集 体 的 扩散 很 乙 。 一 个 更 常见 的 

限制 特定 膜 蛋 白 侧 向 扩散 的 方法 是 将 蛋白 质 或 脂 分 子 挫 在 细胞 内 侧 或 细胞 外 侧 中 的 大 聚集 体 上 。 
我 们 已 经 知道 有 些 红细胞 的 膜 蛋 白 被 锚 定 在 内 部 的 细胞 骨架 上 。 在 其 他 的 细胞 类 型 中 ， 质 膜 蛋 


白 能 够 被 锚 定 到 细胞 骨架 或 细胞 外 基质 上 ， 或 者 两 个 都 锚 定 上 。4 种 大 家 都 知道 的 固定 特定 质 
膜 蛋 白 的 方法 总 结 在 图 10-43 中 。 


图 10-43 4 种 限制 特定 质 膜 蛋白 侧 向 移动 的 方法 
《A) 蛋白 质 能 自 组 装 成 大 的 聚合 体 〈 显 示 的 是 细菌 视 紫 红 质 在 哮 盐 杆菌 的 繁 膜 中 ); (B) 通 
过 细胞 外 侧 的 大 分 子 聚 合体 的 相互 作用 挫 在 一 起 ; 〈C) 通过 细胞 内 侧 的 大 分 子 聚 合体 的 相互 
作用 推 在 一 起 :(D) 细胞 表面 的 大 分 子 误 合 体能 和 其 他 细胞 表面 的 相互 作用 
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细胞 表面 包 被 有 糖 残 基 


通常 质 膜 蛋 白 不 会 毫 无 修饰 地 暴露 在 细胞 的 表面 。 它 们 通常 被 糖 基 修 饰 ， 这 几乎 包 被 在 所 
有 真 核 细胞 的 表面 。 这 些 糖 基 通 常 以 守 糖 链 的 形式 共 价 结合 到 膜 蛋 白糖 蛋白 ) 或 脂 分 子 〈 糖 
脂 ) 上 。 它 们 也 会 以 多 聚 糖 的 形式 作为 膜 蛋白 聚 糖 的 部 分 出 现 。 由 长 的 多 聚 糖 链 共 价 连 接 到 蛋 
白质 核心 上 所 形成 的 蛋白 价 糖 ， 主 要 是 在 细胞 的 外 侧 发 现 ， 作 为 细胞 外 基质 的 组 成 部 分 讨论 
见 第 19 章 )。 但 是 对 于 一 些 蛋 白 聚 糖 ， 它 的 蛋白 质 核 心 可 能 填充 在 脂 双 层 中 或 者 通过 糖 基础 脂 
酸 肌 醇 (glycosylphosphotidylinositol，GPI) 锚 定 在 双 分 子 层 上 。 

术语 细胞 外 被 或 糖 昔 通 常用 来 描述 细胞 表面 糖 基 富 集 的 地 带 。 这 些 地带 能 够 被 多 种 染料 显 
色 ， 如 钉 红 (图 10-44) ， 同 样 因为 它 对 那些 被 叫做 凝集 素 的 结合 糖 基 蛋 白 有 亲和力 ， 能 够 用 菊 
光 染 料 或 其 他 一 些 可 见 的 标记 物 来 标记 。 尽 管 大 部 分 糖 基 都 附 在 那些 固定 在 脂 膜 中 的 分 子 上 ， 
但 是 糖 葛 还 是 包含 了 那些 已 经 分 泌 到 胞 外 空间 并 重新 吸附 到 细胞 表面 的 糖 蛋白 和 蛋白 聚 糖 〈 图 
10-45)。 这 类 被 吸附 的 大 分 子 中 许多 都 是 胞 外 基质 的 成 分 ， 所 以 质 膜 的 末端 和 胞 外 基质 的 起 点 


AYO ”细胞质 细胞 核 质 膜 


图 10-44 细胞 外 被 或 糖 昔 
这 张 用 钉 红 染色 的 淋巴 细胞 的 电子 显微镜 照片 突出 了 细胞 外 围 厚 厚 的 糖 基层 
(经 Audrey M. Glauert and G. M. W. Cook 许可 ) 
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图 10-45 细胞 外 被 (RS) 简 图 
细胞 外 被 由 丹 脂 的 宫 糖 侧 链 和 完整 的 腊 糖 蛋白 以 及 腊 上 蛋白 泰 精 的 多 秦 棋 链 组 成 。 此 外 ， 在 许多 细胞 
中 糖 列 还 包括 被 吸附 的 糖 重 白 和 焉 白 聚 糖 图 中 未 显示 )。 请 注意 所 有 的 糖 基 都 在 腊 的 非 胞 质 表面 
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位 置 很 大 程度 上 是 差不多 的 。 细 胞 外 被 的 一 个 可 能 的 作用 是 保护 细胞 免 受 机 械 和 化 学 伤害 以 及 
保持 细胞 和 外 界 物体 及 其 他 细胞 之 间 的 距离 ， 防 止 一 些 不 必要 的 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 

糖 蛋白 和 糖 脂 的 寡 糖 侧 链 在 糖 基 的 排列 上 多 种 多 样 。 尽 管 它们 通常 包含 不 超过 15 个 的 糖 
基 ， 但 它们 通常 是 分 岔 的 ， 而 且 糖 基 还 能 通过 多 种 共 价 连接 在 一 起 ， 这 和 多 肽 链 中 通过 同样 的 
肽 键 相连 的 氨基 酸 不 一 样 。 即 便 只 有 3 个 糖 基 也 能 形成 数 以 百 计 不 同 的 三 糖 。 根 据 这 一 原理 ， 
细胞 表面 的 寡 糖 的 多 样 性 和 暴露 的 位 点 使 得 这 些 寡 糖 适合 担当 特异 性 细胞 识别 过 程 的 位 点 。 很 
多 年 来 很 少 有 证 据 能 证 明 这 一 猜想 的 功能 。 不 过 最 近 ， 能 够 识别 细胞 膜 表面 糖 脂 和 糖 蛋白 的 特 
定 寡 糖 的 凝集 素 被 鉴别 出 来 了 。 正 如 我 们 在 第 19 章 要 讨论 的 ， 现 在 已 经 知道 这 些 凝集 素 能 够 介 
导 许多 细胞 和 细胞 之 间 的 黏附 过 程 ， 包 括 精子 和 卵子 的 相互 作用 、 血 液 凝 集 、 淋 巴 细胞 再 循环 
以 及 炎症 反应 等 事件 。 


小 结 


尽管 脂 双 层 决定 了 生物 膜 的 基本 结构 ， 蛋 白质 是 大 多 数 膜 功能 产生 的 原因 ， 蛋 白质 可 以 作 
为 特定 的 受 体 、 酶 和 转运 蛋白 等 。 许 多 膜 蛋白 横 跨 脂 双 层 。 这 些 跨 膜 蛋白 中 有 些 的 多 肽 链 通过 
单个 a 螺旋 PARE) 跨 膜 ! 而 有 些 ， 包 括 那 些 跨 膜 转运 离子 和 其 他 水 溶性 小 分 子 的 蛋 
白质 ， 多 肽 链 通 过 一 系列 的 a 螺旋 或 一 个 形成 封闭 桶 状 结构 的 B 折 登 跨 膜 多 次 《多 次 跨 膜 蛋 
和 白 )。 其 他 膜 结合 蛋白 并 不 跨 双 分 子 层 ， 而 是 附 在 膜 的 每 一 侧 。 这 些 蛋白 质 中 许多 是 通过 和 跨 膜 
蛋白 的 非 共 价 作用 来 结合 的 ， 不 过 也 有 一 些 通过 和 脂 分 子 基 团 的 共 价 作用 来 结合 。 就 像 脂 分 子 
在 双 分 子 层 中 一 样 ， 许 多 蛋白 质 能 够 在 膜 平面 中 快速 扩散 。 不 过 ， 细 胞 有 许多 方法 来 固定 特定 
的 膜 蛋白 以 及 将 膜 蛋白 和 脂 分 子 限定 在 连续 脂 双 层 的 特定 区 域 中 。 

在 所 有 真 核 细胞 的 质 膜 中 ， 多 数 暴露 在 细胞 表面 的 蛋白 质 和 一 些 在 外 部 脂 单 层 的 脂 分 子 有 
共 价 结合 的 守 糖 链 。 质 膜 也 含有 完整 的 表面 暴露 多 糖 链 的 蛋白 聚 糖分 子 。 通 常 认为 糖 包 被 表面 
的 目的 是 保护 细胞 表面 免 爱 机 械 和 化 学 伤害 。 此 外 ， 一 些 寒 糖 链 可 以 被 细胞 表面 糖 基 结合 蛋白 
(凝集 素 ) 识别 ， 这 些 蛋白 质 可 以 帮助 介 导 细胞 间 的 黏附 。 
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11 小 分 子 的 膜 运输 和 膜 的 电 性 质 


膜 运 输 的 原则 
载体 蛋白 和 膜 的 主动 运输 
离子 通道 和 膜 的 电 特性 


细胞 膜 的 脂 双 层 因 其 朴 水 中 心 而 成 为 大 多 数 极 性 分 子 通过 的 屏障 。 这 种 屏障 功能 至 关 重 要 ， 
因为 它 允许 细胞 维持 溶质 在 胞 质 溶胶 中 的 浓度 “与 细胞 外 液 中 的 浓度 不 同 )， 以 及 细胞 内 各 种 膜 
包围 的 区 域 中 的 浓度 。 然 而 ， 要 利用 这 种 屏障 ， 细 胞 必须 进化 出 跨 膜 运输 特殊 水 溶性 分 子 的 途 
径 ， 以 便 摄取 必需 营养 素 、 分 泌 代谢 废物 和 调节 胞 内 离子 浓度 。 无 机 离子 和 水 溶性 有 机 小 分 子 
跨 脂 双 层 膜 的 运输 是 通过 专门 的 跨 膜 蛋白 来 执行 的 ， 每 种 蛋白 质 负责 一 种 特殊 离子 、 分 子 或 一 
组 密切 相关 的 离子 或 分 子 的 运输 。 细 胞 也 能 跨 膜 运输 大 分 子 ， 甚 至 大 颗粒 ， 但 是 所 涉及 的 机 制 
与 运输 小 分 子 所 用 的 机 制 不 同 ， 这 将 在 第 12 章 和 第 13 章 讨论 。 所 有 生物 都 有 大 量 编码 运输 蛋 
白 的 基因 ， 在 所 有 细胞 中 ，15%~30% 的 膜 蛋 白 是 运输 蛋白 ， 这 说 明 膜 运 输 的 重要 性 。 一 些 特 
化 的 哺乳 动物 细胞 将 代谢 总 能 量 的 2/3 用 于 膜 运输 过 程 。 

在 本 章 ， 我 们 首先 考虑 水 溶性 小 分 子 跨 膜 运 输 的 一 些 总 原则 。 然 后 ， 我 们 依次 考虑 介 导 运 
输 的 两 大 类 膜 蛋白 : 通过 自身 运动 跨 膜 转运 特异 分 子 的 载体 蛋白 (carrier protein) 和 形成 一 条 
主要 允许 无 机 小 离子 被 动 运动 的 狭窄 亲 水 孔 的 通道 蛋白 (channel protein) 。 载 体 蛋白 可 与 一 个 能 
基 源 偶 联 ， 用 以 催化 主动 运输 。 与 细胞 外 液 〔 表 11-1) 或 膜 包 围 的 细胞 器 内 的 液体 相 比较 ， 胞 
质 溶胶 的 成 分 因 选 择 性 被 动 渗透 性 和 主动 运输 的 组 合 而 产生 很 大 差异 。 细 胞 膜 通过 产生 跨 膜 离 
子 浓度 差异 以 电化 学 梯度 的 形式 储藏 潜在 的 能 量 ， 用 于 驱动 各 种 不 同 的 运输 过 程 ， 在 电 兴 奋 细 
胞 中 传递 电信 号 ， 并 产生 线粒体、 叶绿体 和 细菌 中 的 ) 大 部 分 ATP 。 我 们 主要 集中 于 讨论 路 
质 膜 运输 ， 但 是 跨 真 核 细胞 的 其 他 膜 也 采取 类 似 的 机 制 ， 这 在 后 续 章节 中 将 予以 讨论 。 


表 11-1 一 个 典型 哺乳 动物 细胞 内 外 离子 浓度 的 比较 
成 分 胞 内 浓度 /(mmol/1) 胞 外 浓度 / (mmol/L) 
阳离子 
Na” 5~15 145 
K 140 5 
Mg- 0.5 1 一 2 
Cat 105 1~2 
H* 7X10 (10-7? mol/L a pH 7. 2) 4 X 1079 (10-74 mol/L a pH 7.4) 
阴离子 * 
a- 5~15 110 


* 细胞 必须 含有 等 其 的 正 电 荷 和 负电 荷 〈 即 是 电 中 性 的 )。 因 此 ， 除 Ci- 外 ， 细 胞 还 含有 表 中 没有 列 出 的 许多 其 他 阴 离 
子 :实际 上 ， 大 部 分 细胞 成 分 带 负电 〈 如 HCOF 、POL 、 和 蛋白质、 核酸、 带 砚 酸 基 和 羧基 的 代谢 物 等 )。 给 定 的 Caz+ 和 
Mig? 浓度 是 指 其 游离 离子 的 浓度 。 细 胞 中 的 总 浓度 约 为 209mmol/L Mg2- 和 1 一 2mmol/L Caz+ ， 但 是 这 些 高 子 大 部 分 与 蛋白 质 
和 其 他 物质 结合 ， 至 于 Ca?* 则 主要 储藏 在 各 种 细胞 器 中 。 


在 本 章 的 最 后 部 分 ， 我 们 主要 集中 于 讨论 神经 元 〈 神 经 细胞 ) 中 离子 通道 的 功能 。 在 这 些 
细胞 中 ， 通 道 蛋白 以 最 复杂 的 形式 行使 其 功能 ， 使 神经 元 网 络 能 够 行使 人 脑 所 能 执行 的 所 有 惊 
人 的 功能 。 
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膜 运输 的 原则 


在 这 一 节 ， 我 们 首先 描述 人 造 无 蛋白 质 脂 双 层 的 渗透 特性 。 然 后 ， 我 们 介绍 一 些 描述 各 种 
形式 膜 运输 的 术语 ， 以 及 鉴定 蛋白 质 及 其 所 涉及 的 过 程 的 一 些 策略 。 
无 蛋白 质 脂 双 层 对 离子 是 高 度 不 渗透 的 

如 果 有 足够 的 时 间 ， 实 际 上 任何 一 个 分 子 都 将 沿 着 其 浓度 梯度 跨越 无 蛋白 质 脂 双 层 而 扩散 。 
然而 ， 扩 散 效率 差异 很 大 ， 其 原因 部 分 是 因为 分 子 的 大 小 ， 但 主要 还 是 与 它 在 油 中 的 相对 可 溶 
性 有 关 。 一 般 而 言 ， 分 子 越 小 ， 它 在 油 中 的 可 溶性 就 越 大 〈 即 更 具 朴 水 性 或 非 极 性 )， 也 就 更 快 
地 跨越 脂 双 层 膜 而 扩散 。 非 极 性 小 分 子 ， 如 O 和 CO; ， 易 溶 于 脂 双 层 ， 因 而 快速 跨越 脂 双 层 而 
扩散 。 不 带电 的 极 性 小 分 子 ， 如 水 或 尿素 ， 也 能 跨越 脂 双 层 而 扩散 ， 尽 管 会 慢 得 多 〈 图 11-1)。 
相反 ， 脂 双 层 对 带电 荷 的 分 子 〈 离 子 ) 具有 高 度 不 渗透 性 ， 无 论 它 们 有 多 小 : 这 类 分 子 的 电荷 


和 高 水 化 度 阻 止 它们 进入 脂 双 层 的 烃 相 。 因 此 ， 人 造 脂 双 层 对 水 的 渗透 性 是 对 小 离子 如 Nar 
WKH) 的 渗透 性 的 10" 倍 (图 11-2)。 
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图 11-1 人 造 脂 双 层 对 不 同类 型 分 子 的 相对 渗透 性 hiii 
分 子 越 小 越 重 要 ， 与 水 的 结合 越 弱 ， 分 子 跨 过 脂 双 层 的 


图 11-2 各 种 不 同 分 子 通过 人 造 脂 双 层 的 渗透 系数 

溶质 同 脂 双 层 的 流速 与 膜 两 侧 浓度 的 差异 成 正比 ,浓度 差 

(以 mol/em? 表示 》 与 渗透 系数 《以 cem/s 表示 ) 的 乘积 等 

于 溶质 的 流速 〈 以 mol/s/cm? 表示 )。 例 如 ， 若 色 氨 酸 的 

浓度 差 为 mol/cma (1074/107? L=0. lmol/L)， 那 么 其 流 

速 为 10 一 mol/em* X 1077 em/s=10-! mol/ (s + cm?), 
或 6X104 个 分 子 / Cs。 pm?) 


扩散 速度 就 越 快 
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膜 运 输 蛋白 可 分 为 两 大 类 : 载体 蛋白 和 通道 蛋白 


与 人 造 脂 双 层 类 似 ， 细 胞 膜 允 许 水 和 非 极 性 分 子 通过 简单 扩散 而 通过 。 然 而 ， 细 胞 膜 也 
必须 允许 各 种 不 同 的 极 性 分 子 通过 ， 如 离子 、 糖 、 氨 基 酸 、 核 背 酸 和 许多 细胞 代谢 物 ， 只 能 
极 缓慢 地 跨越 人 造 脂 双 层 。 专 门 的 膜 转运 蛋白 membrane transport protein) 负责 转运 这 类 
溶质 跨越 细胞 膜 。 这 些 蛋 白质 以 多 种 形式 存在 于 所 有 类 型 的 生物 膜 中 。 每 种 蛋白 质 转运 一 类 
特殊 分 子 ( 如 离子 、 糖 或 氨基 酸 )， 并 且 常 常 是 这 类 分 子 中 的 特定 种 类 。 首 次 提出 膜 转运 蛋白 
的 特异 性 是 在 20 世纪 50 年 代 中 期 。 研 究 发 现 ， 单 基因 突变 使 细菌 转运 特殊 糖 跨 越 其 质 膜 的 
能 力 消失 。 现 在 ， 类 似 突变 发 现 于 患 有 影响 肾 、 肠 或 其 他 许多 细胞 类 型 中 特殊 溶质 转运 的 多 
种 遗传 病 患 者 中 。 例 如 ， 患 有 遗传 病 胱 氨 酸 尿 症 的 个 体 不 能 从 尿 或 肠 转运 特定 氨基 酸 (包括 
胱 氨 酸 一 一 通过 二 硫 键 连 接 的 半 胱 氨 酸 二 聚 体 ) 进入 血液 ， 由 此 造成 胱 氨 酸 在 尿 中 的 累积 导 
致 在 肾脏 形成 胱 氨 酸 结石 。 

人 们 发 现 ， 所 有 已 被 详细 研究 的 膜 转 运 蛋 白 都 是 多 跨 膜 蛋白 ， 即 它们 的 多 肽 链 多 次 跨越 
脂 双 层 。 这 些 蛋 白质 形成 连续 的 蛋白 质 跨 膜 通路 ， 使 特殊 的 亲 水 性 溶质 不 直接 接触 脂 双 层 的 
BAK PY A BA 

载体 蛋白 (carrier protein) 和 通道 蛋白 〈channel protein) 是 膜 转 运 蛋白 的 两 种 主要 类 型 。 
载体 蛋白 也 称 为 传递 体 (carrier), 、 通 透 酶 (permease) 或 运载 体 〈transporter) ， 它 们 与 待 转运 
的 特殊 溶质 结合 ， 并 经 历 一 系列 的 构象 变化 ， 跨 膜 转 运 结合 的 溶质 〈 图 11-3)。 相 反 ， 通 道 蛋白 
与 待 转运 溶质 的 相互 作用 弱 得 多 。 它 们 形成 横 跨 脂 双 层 、 充 满 水 的 小 孔 。 当 这 些小 孔 打开 时 ， 
它们 允许 特殊 溶质 〈 通 常 是 具有 适当 大 小 和 电荷 的 无 机 离子 ) 通过 ， 因 而 跨越 膜 〈 图 11-3)。 不 
足 为 奇 的 是 ， 通 过 通道 蛋白 转运 的 发 生 频 率 比 由 载体 蛋白 介 导 的 转运 发 生 的 频率 高 得 多 。 


O -0-H 


TH A 水 孔道 
(NDREK (9) 通道 蛋白 
图 11-3 载体 蛋白 和 通道 蛋白 
CA) 载体 蛋白 在 两 种 构象 之 间 变 换 ， 结 果 溶质 结合 位 点 先是 接近 脂 双 层 的 一 侧 ， 然 后 接近 男 一 侧 ，(B) ALR 
蛋白 形成 一 个 充满 水 的 、 跨 起 脂 双 层 的 孔道 ， 特 殊 党 质 可 通过 这 些 孔道 扩散 


主动 运输 通过 与 能 源 偶 联 的 载体 蛋白 介 导 

所 有 的 通道 蛋白 和 许多 载体 蛋白 都 允许 溶质 被 动 地 跨越 膜 ， 此 过 程 被 称 为 被 动 运 输 
(passive transport) 或 易 化 扩散 (facilitated diffusion)。 在 转运 不 带电 荷 的 单个 分 子 的 情况 
下 ， 仅 仅 是 膜 两 侧 的 浓度 差异 ， 即 浓度 梯度 (concentration gradient) 驱动 被 动 运 输 和 确定 转 
运 方向 [图 11-4 (A)]。 

然而 ， 如 果 溶质 携带 净 电荷 ， 那么 就 是 浓度 梯度 和 跨 膜 电势 差 ， 即 膜 电 位 (membrane 
potential) 影响 其 运输 。 浓 度 梯度 和 电梯 度 可 组 合 起 来 计算 每 种 带电 溶质 的 净 驱 动力 一 一 电 
WFR (electrochemical gradient) [图 11-4 (B)]。 我 们 将 在 第 14 章 更 详细 地 讨论 这 一 问 
题 。 实 际 上 ， 几 乎 所 有 的 质 膜 都 有 一 个 跨 膜 电 势 差 (电压 陡 度 )。 相 对 细胞 外 而 言 ， 细 胞 内 通 
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(A) 转运 的 分 子 


(B) 
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图 11-4 ”被 动 运输 和 主动 运输 的 比较 
CA) 顺 电化 学 梯度 的 被 动 运输 时 自发 发 生 的 ,或 者 是 通过 简单 扩散 穿 过 脂 双 层 ， 或 者 是 通过 通道 载体 和 被 动 载体 的 易 
化 扩散 。 相 反 ， 主 动 运输 则 需要 输入 代谢 能 ， 并 且 总 是 由 聚集 代谢 能 的 载体 介 导 ， 以 便 将 溶质 道 电化 学 梯度 泵 出 。 
(B) 电化 学 梯度 由 膜 电位 和 浓度 梯度 综合 组 成 ， 它 们 共同 作用 增加 离子 跨 腊 的 驱动 力 〔 中 间 ) 或 彼此 对 抗 〈 右 边 ) 


常 为 负 。 这 种 电势 差 有 利于 正 电 荷 的 离子 而 不 利于 负电 荷 的 离子 进入 细胞 内 。 

细胞 也 需要 转运 蛋白 将 特定 溶质 逆 电 化 学 梯度 主动 跨 膜 。 这 一 过 程 被 称 为 主动 运输 (active 
transport) ， 它 巾 称 之 为 “ 泵 ”的 载体 蛋白 介 导 。 在 主动 运输 中 ， 载 体 蛋白 的 泵 活性 是 有 方向 性 
的 ， 因 为 它 与 一 个 代谢 能 量 源 紧密 偶 联 ， 如 ATP 水 解 或 离子 梯度 ， 这 一 点 将 在 后 面 了 予以 讨论 。 
因此 ， 通 过 载体 蛋白 的 转运 可 能 是 主动 的 或 是 被 动 的 ， 而 通过 通道 蛋白 的 运输 则 总 是 被 动 的 。 


离子 载体 可 用 作 增 加 膜 对 特异 离子 通 透 性 的 工具 


离子 载体 是 溶解 在 脂 双 层 中 的 疏水 小 分 子 ， 并 增加 脂 双 层 对 特殊 无 机 离子 的 通 透 性 。 大 

多 数 离子 载体 由 微生物 合成 〈 就 像 对 付 敌手 或 猎物 的 生物 武器 一 样 ) 。 在 研究 人 造 脂 双 层 、 细 

胞 或 细胞 器 时 ， 细 胞 生物 学 家 将 它们 作为 工具 广泛 用 于 增加 膜 的 离子 通 透 性 。 有 两 类 离子 载 

体 一 一 可 动 离子 载体 (mobile ion carrier) 和 通道 离子 载体 (channel former) (图 11-5)。 这 

两 种 类 型 的 载体 都 是 通过 屏蔽 被 转运 离子 的 电荷 以 便 能 贯穿 脂 双 层 的 疏水 中 心 而 起 作用 。 由 
于 离子 载体 不 与 能 量 源 偶 联 ， 因 此 它们 人 允许 离子 顺 着 其 电化 学 梯度 而 运动 。 

凡 林 竹 素 是 可 动 离子 载体 的 一 个 例子 。 它 是 一 个 环 状 多 聚 体 ， 顺 着 电化 学 梯度 转运 K+ ， 

在 膜 的 一 侧 结 合 K* ， 扩 散 通过 脂 双 层 ， 在 膜 的 另 一 侧 释放 K* 。 与 此 类 似 ，FCCP 是 使 H* 

选择 性 通过 膜 的 一 种 可 动 离子 载体 ， 常 用 于 消耗 跨 线粒体 内 膜 的 H* 电化 学 梯度 ， 从 而 阻 断 
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转运 离子 线粒体 ATP 的 产生 。A23187 是 可 动 离 子 载体 的 另 一 个 
例子 ， 仅 转运 二 价 阳 离子 ， 如 Cat 和 Mg'+ 。 当 细胞 暴 
| 露 于 A23187 Ot, Catt 从 细胞 外 液 顺 着 电化 学 梯度 进入 
胞 质 溶胶 。 因 此 ， 这 种 离子 载体 被 广泛 用 于 增加 胞 质 溶 
胶 中 游离 Cat 的 浓度 ， 从 而 模拟 某 种 细胞 信号 转 导 机 制 
通才 前 体 。 可 动 离子 载体 《讨论 见 第 15 HO). 

短 杆 菌 肽 A 是 通道 离子 载体 的 一 个 例子 。 这 是 一 种 
mus MTSE ENTREN 由 两 条 线性 肽 〈 每 条 肽 链 都 有 15 个 疏水 氨基 酸 ) 组 成 的 
在 玉 丙种 梢 况 下 ， 罗 离子 流 动 公 顺 着 电 ”一 村 物 ， 肘 链 彼 此 缠绕 形成 双 螺旋 。 一 般 认为 ， 两 个 短 
和 杆菌 肽 二 聚 体 横 跨 脂 双 层 头 尾 相 接 聚 在 一 起 ， 形 成 一 种 
很 可 能 是 最 简单 的 跨 膜 通道 ， 允 许 单价 阳离子 顺 着 电化 
学 梯度 选择 性 通过 膜 。 短 杆菌 肽 是 由 特定 细菌 产生 ， 它 杀 死 其 他 微生物 是 通过 破坏 对 它们 的 

生存 至 关 重 要 的 H+ 、Nar 和 K+ 梯度 ， 因 而 是 一 种 有 用 的 抗生素 。 


小 结 


脂 双 层 对 大 多 数 极 性 分 子 都 具有 高 度 不 通 透 性 。 为 了 转运 水 溶性 小 分 子 进出 细胞 或 胞 内 有 
膜 包 围 的 区 域 ， 细 胞 含有 各 种 膜 转运 蛋白 ， 每 种 蛋白 质 负责 跨 腊 转运 一 种 或 一 类 特殊 溶质 。 有 
两 类 膜 转运 蛋白 一 载体 蛋白 和 通道 蛋白 。 二 者 都 形成 跨越 脂 双 层 的 连续 蛋白 质 通道 。 通 过 载 
体 蛋 白 的 转运 可 以 是 主动 的 、 也 可 以 是 被 动 的 ， 而 溶质 通过 通道 蛋白 的 转运 却 总 是 被 动 的 。 离 
子 载 体 是 微生物 产生 的 疏水 小 分 子 ， 可 被 用 作 增 加 细胞 膜 对 特 丈 无 机 离子 渗 迁 性 的 工具 。 


载体 蛋白 和 膜 的 主动 运输 


载体 蛋白 转运 溶质 分 子 跨越 脂 双 层 的 过 程 类 似 于 酶 - 底 物 反应 ， 而 且 载体 蛋白 的 行为 在 许 
多 方面 都 与 酶 类 似 。 然 而 ， 与 平常 的 酶 - 底 物 反应 相反 ， 被 转运 的 溶质 不 被 载体 蛋白 共 价 修 
饰 ， 而 是 毫 无 改变 地 被 转运 至 膜 的 另 一 侧 。 

每 种 类 型 的 载体 蛋白 都 有 一 个 或 多 个 特异 的 溶质 〈 底 物 ) 结合 位 点 。 它 通过 经 历 可 北 的 

me 
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图 11-6 载体 蛋白 中 的 构象 变化 能 介 导 溶质 被 动 运输 的 一 个 模型 
图 中 所 示 的 载体 蛋白 能 以 两 种 构象 状态 存在 : 处 于 状态 A 时 ， 溶 质 的 结合 位 点 被 暴露 于 脂 双 层 外 侧 ， 处 于 状态 B 时 ， 
相同 的 位 点 则 暴露 于 脂 双 层 的 另 一 侧 。 在 这 两 种 状态 之 间 的 转变 可 随机 发 生 。 那 是 完全 可 逆 的 ， 并 且 不 依赖 于 溶质 
结合 位 点 是 否 被 占据 。 因 此 ， 如 果 脂 双 层 外 侧 的 溶质 浓度 较 高 ， 那 么 与 载体 蛋白 A 构象 结合 的 溶质 会 多 于 与 B 构 象 
结合 的 溶质 ， 结 果 就 出 现 了 溶质 顺 其 浓度 梯度 〈 或 者 如 果 是 离子 则 顺 着 其 电化 学 梯度 ) 的 净 运输 
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构象 变化 转运 溶质 跨越 脂 双 层 ， 这 种 构象 变化 首先 将 溶质 结合 位 点 暴露 于 膜 的 一 侧 ， 然 后 转 


而 暴露 于 另 一 侧 。 载 体 蛋白 怎样 发 挥 作用 的 一 个 示 
意 模 型 如 图 11-6 所 示 。 当 载体 蛋白 饱和 时 〈 即 当 所 
有 的 溶质 结合 位 点 被 占据 时 ) ， 转 移 的 速率 达到 最 大 
值 。 该 速率 被 称 为 V。。) 是 特殊 载体 蛋白 的 特征 ， 
它 反映 了 载体 蛋白 在 两 种 构象 状态 之 间 变 换 的 速率 。 
另外 ， 每 个 载体 蛋白 对 其 溶质 都 有 一 个 特征 性 的 结 
合 常数 Ku,， 这 一 结合 常数 等 于 转运 速率 达到 最 大 值 
一 半 时 的 溶质 浓度 图 11-7)。 就 酶 而 言 ， 溶 质 的 结 
合 可 被 竞争 性 抑制 剂 (竞争 相同 的 结合 位 点 ， 可 能 
被 或 可 能 不 被 载体 蛋白 转运 ) 或 非 竞 争 性 抑制 剂 
(与 其 他 位 点 结合 ， 特 异 改变 载体 蛋白 的 构象 ) 特异 
阻 断 。 

我 们 下 面 将 要 讨论 到 ， 如 图 11-6 中 的 模型 所 
示 ， 将 载体 蛋白 与 能 量 源 偶 联 以 便 将 溶质 逆 电 化 学 
梯度 转运 仅 需要 相对 较 小 的 修饰 。 细 胞 通过 3 种 主 
要 途径 执行 这 种 主动 运输 (图 11-8): 

1. 偶 联 载体 蛋白 (coupled carrier) 将 一 种 溶质 
的 逆向 跨 膜 转 运 与 另 一 种 溶质 的 顺 向 跨 膜 转 运 偶 联 
在 一 起 。 


OQ. a O 
\ /, 
V 
儿 
ATP +P, 
MEREKA ATP RARE 


载体 蛋白 介 导 的 扩散 


人 运输 分 子 的 浓度 一 


图 11-7 简单 扩散 和 载体 蛋白 介 导 
的 扩散 的 动力 学 
载体 蛋白 的 速率 总 是 与 溶质 浓度 成 比例 ， 然 而 ， 
当 载体 蛋白 被 饱和 时 ， 其 速率 达到 最 大 值 
《Vmwx) 。 当 运输 速度 达到 最 大 值 一 半 时 ， 溶 质 浓 
度 近似 等 于 载体 蛋白 对 溶质 的 结合 常数 Km)， 
这 类 似 于 酶 对 其 底 物 的 Km， 该 曲线 图 适应 于 运 
输 单一 溶质 的 载体 蛋白 ， 偶 联运 输 两 种 或 多 种 深 
质 的 动力 学 〈 见 文中 ) 更 复杂 ， 但 基本 上 都 表现 
出 类 似 的 现象 


光驱 动 的 泵 


图 11-8 ”驱动 主动 运输 的 3 种 方式 
被 主动 运输 的 分 子 显示 为 黄色 ， 能 源 显示 为 红色 


2. ATP 驱动 的 泵 (ATP-driven pump) 将 逆向 转运 与 ATP 的 水 解 偶 联 在 一 起 。 

3. 光驱 动 的 泵 〈light-driven pump) ， 主 要 发 现 于 细菌 细胞 ， 将 逆向 转运 与 来 自 光 的 能 量 
输入 偶 联 在 一 起 ， 正 如 细菌 视 紫 质 的 情况 一 样 〈 讨 论 见 第 10 章 )。 

氨基 酸 序列 比较 提示 ， 在 许多 情况 下 ， 在 介 导 主动 运输 和 被 动 运输 的 载体 蛋白 之 间 的 分 


子 设计 有 很 强 的 相似 性 。 例 如 ， 一 些 利 用 储藏 在 跨 质 膜 HA 梯度 中 的 能 量 的 细菌 载体 蛋白 在 
结构 上 类 似 于 介 导 葡萄 糖 被 动 运输 进入 大 多 数 动物 细胞 的 载体 蛋白 。 这 提示 各 种 不 同 载体 蛋 
白 之 间 的 进化 关系 ; 既然 小 代谢 产物 和 糖 作为 能 源 具 有 重要 意义 ， 那 么 载体 蛋白 超 家 族 是 一 
个 古老 的 蛋白 质 家 族 就 不 足 为 奇 了 。 


+ 687 + 


我 们 讨论 主动 运输 时 ， 首 先 考虑 由 离子 梯度 驱动 的 载体 蛋白 。 这 些 蛋 白质 在 所 有 细胞 的 小 代 
谢 产物 跨 膜 转 运 中 起 关键 作用 。 然 后 ， 我 们 讨论 ATP 驱动 的 泵 ， 包 括 几乎 在 所 有 细胞 的 质 膜 中 都 
存在 的 Nat HE. 


主动 运输 可 被 离子 梯度 驱动 

一 些 载体 蛋白 只 将 单一 一 种 溶质 从 膜 的 一 侧 转运 至 另 一 侧 ， 其 速率 由 上 述 的 Vax 和 K。 决 
定 ; 它们 被 称 为 单 输送 体 (uniporter) 。 其 他 载体 蛋白 的 动力 学 更 加 复杂 ， 起 偶 联 载体 蛋白 的 
作用 ， 即 一 种 溶质 的 运输 严格 依赖 于 另 一 种 溶质 的 运输 。 偶 联运 输 或 者 涉及 由 共 输 送 体 


(symporter) 执行 的 同方 向 同时 转运 另 一 种 溶质 ， 或 者 涉及 由 反 向 输送 体 (antiporter) 执行 
的 逆 方 向 同时 转运 另 一 种 溶质 〈 图 11-9) 。 


运输 的 分 子 共 输 离子 


| \ 


s 
单 向 转运 同 向 转运 反 向 转运 


成 对 的 转运 


图 11-9 载体 介 导 的 3 种 运输 类 型 
该 示意 图 显示 起 单 输送 体 、 共 输送 体 和 反 向 输送 体 作用 的 载体 蛋白 


两 种 溶质 转运 的 紧密 偶 联 允许 这 些 载体 蛋白 捕获 储藏 在 一 种 溶质 中 的 电化 学 梯度 ， 通 党 
是 离子 ， 用 于 转运 另 一 种 溶质 。 通 过 这 种 方式 ， 无 机 离子 顺 着 电化 学 梯度 运动 所 释放 的 自由 
能 被 用 于 驱动 另 一 种 溶质 逆 电 化 学 梯度 运输 。 这 种 运输 机 制 可 以 任 一 方向 发 挥 作用 ; 一 些 偶 
联 载体 蛋白 以 共 输送 体 发 挥 作用 ， 其 他 的 则 以 反 向 输送 体 发 挥 作用 。 在 动物 细胞 的 质 膜 中 ， 
Na 是 常见 的 共 转运 离子 ， 其 电化 学 梯度 为 男 一 分 子 的 主动 运输 提供 强大 的 驱动 力 。 随 后 ， 
转运 时 进入 细胞 的 Na' 通过 质 膜 中 的 ATP 驱动 的 Na+ 泵 被 泵 出 胞 外 (这 一 点 我 们 将 在 后 面 
讨论 )， 这 是 通过 维持 Na+ 梯度 间接 驱动 转运 (由 于 这 一 原因 ， 一 般 认为 离子 驱动 的 载体 蛋 
白 介 导 原 发 性 主动 运输 )。 例 如 ， 肠 和 肾 上 皮 细胞 含有 由 跨 膜 Na 梯度 驱动 的 多 种 共 转运 系 
统 ; 每 个 系统 将 一 小 群 相关 的 糖 或 氨基 酸 特异 性 地 转运 进入 细胞 内 。 在 这 些 系统 中 ,溶质 和 
Na 与 载体 蛋白 上 的 不 同位 点 结合 。 因 为 Na* 倾 向 于 顺 着 电化 学 梯度 转运 进入 细胞 ， 所 以 在 
某 种 意义 上 ， 糖 或 氨基 酸 会 随 着 Na+ 被 “ 拖 ” 和 细胞 内 。Nar+ 的 电化 学 梯度 越 大 ， 溶 质 进 入 
细胞 的 速率 就 越 大 ， 相 反 ， 如 果 细 胞 外 液 中 的 Nat 浓度 降低 ， 那 么 溶质 的 转运 速率 就 下 降 
(图 11-10), 

就 像 在 动物 细胞 的 许多 有 膜 包围 的 细胞 器 一 样 ， 在 细菌 和 酵母 中 ， 大 多 数 由 离子 梯度 驱 
动 的 主动 运输 依赖 于 H 梯度 而 不 是 Na+ 梯度 ， 这 表明 ， 在 这 些 膜 中 ，H+ 泵 占 优势 ， 而 Nat 
泵 实际 上 没有 。 例 如 ， 许 多 糖 和 和 氨基酸 被 主动 运输 进入 细菌 细胞 由 跨 质 膜 的 H+ 电化 学 梯度 
驱动 。 一 个 研究 的 很 透彻 的 H 驱动 的 同 向 转运 是 乳糖 通 透 酶 (lactose permease) ， 它 转运 乳 
糖 跨越 大 肠 杆菌 的 质 膜 。 尽 管 通 透 酶 的 折 释 结构 未 知 ， 但 是 对 突变 蛋白 质 的 生物 物理 研究 和 多 


方面 分 析 提 出 了 同 向 转运 怎样 起 作用 的 一 个 详细 模型 。 通 透 酶 由 12 个 松散 折 秋 的 跨 膜 a 螺旋 组 
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图 11-10 葡萄糖 运载 体 被 Na 梯度 驱动 的 一 种 方式 
如 图 11-6 中 所 示 的 模型 ， 运 载体 在 两 种 状态 A 和 B 之 间 来 回 变化 。 在 A 状态 时 ， 蛋 白质 朝 细 胞 外 间隙 开放 ; 在 B 
状态 时 ， 则 朝 胞 质 溶胶 开放 。Na* 和 葡萄 糖 的 结合 是 协同 的 ， 即 任 一 种 配 基 的 结合 都 会 诱导 其 构象 变化 ， 大 大 增加 
蛋白 质 对 另 一 种 配 基 的 亲和力 。 由 于 细胞 外 间隙 中 的 Na* 浓度 比 胞 质 溶胶 中 要 高 得 多 ， 所 以 葡萄 糖 更 可 能 与 A 状态 
的 运载 体 结合 。 因 此， 进入 细胞 〈 通 过 ABRE) 的 Nat 和 葡萄 糖 比 离开 细胞 〈 通 过 B-~A 转变 ) 的 多 得 多 ,其 
总 结果 是 Na* 和 葡萄 精进 人 细胞 的 净 运 输 。 注意， 因为 结合 是 协同 的 ， 如 果 失 去 两 种 溶质 中 的 一 种 ， 那 么 另 一 种 
就 不 能 与 运载 体 结合 。 因此， 如果 两 种 溶质 都 与 之 或 都 不 与 之 结合 ， 那 么 运载 体会 在 两 种 状态 之 间 发 生 构象 转变 


成 。 发 生 转 运 循环 时 ， 一 些 螺旋 做 滑行 移动 ， 使 之 倾斜 。 这 些 选择 性 地 开放 和 关闭 螺旋 之 间 的 
裂 颖 ， 结 果 使 乳糖 和 H 的 结合 位 点 先是 暴露 于 膜 的 一 侧 ， 然 后 是 膜 的 另 一 侧 (图 11-11), 


(B) 1 2 
,朝向 细胞 外 间隙 
有 一 OH eee 


(Hh 结 合 位 点 乳糖 结 合 位 点 


图 11-11 细菌 乳糖 渗透 酶 作用 的 分 子 机 制 的 模型 
CA) 从 胞 质 溶胶 侧 观察 膜 中 12 个 预测 跨 膜 螺旋 的 假定 排列 方式 。 为 简洁 起 见 ， 图 中 没有 画 出 借 两 侧 连接 螺旋 的 环 。 螺 
旋 上 X 的 谷 氨 酸 与 H+ 结合， 螺旋 TV 和 V 上 的 氨基 酸 与 乳糖 结合 。(B) 在 转运 循环 过 程 中 ， 运 载体 在 两 种 构象 状态 之 
间 转 变 ， 在 一 种 状态 时 ，H™ 和 和 乳糖 结合 位 点 暴露 于 细胞 外 间隙 1 和 2); 在 另 一 种 状态 时 ， 暴 露 于 胞 质 溶胶 (3 和 4)- 
印 掉 胞 质 溶胶 侧 的 溶质 〈3-4) 是 有 利 的 ， 因 为 乳糖 结合 位 点 受到 部 分 破坏 ， 并 且 螺 旋 IX 上 的 精 氨 酸 贡献 的 正 电荷 取 
代 了 来 自 螺旋 X 上 的 谷 氨 酸 的 H+ [ (A) 改编 自 H.R. Kaback and J. Wu, Acces. Chem, Res, 32; 805~813, 1999] 
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质 膜 中 Na * 驱动 的 载体 蛋白 调节 胞 质 溶胶 pH 


大 多 数 大 分 子 的 结构 和 功能 很 受 pH 的 影响 ， 大 多 数 蛋 白质 在 特殊 pH 时 发 挥 最 佳 效应 。 
例如 ， 溶 酶 体 酶 在 溶 酶 体 中 的 低 pH ( 约 为 5) 下 发 挥 最 佳 效 应 ， 而 胞 质 溶胶 酶 在 胞 质 溶胶 中 
接近 中 性 pH ( 约 为 7.2) 时 作用 最 佳 。 因 此 ， 细 胞 控制 其 胞 内 区 域 pH 的 能 力 是 至 关 重 
要 的 。 

大 多 数 细胞 的 质 膜 中 有 一 种 或 多 种 类 型 的 Na* 驱动 的 反 向 输送 体 ， 帮 助 维持 胞 质 溶胶 
pH (pHi) 在 7.2 附近 。 这 些 蛋 白质 利用 储藏 在 Na 梯度 中 的 能 量 泵 出 由 于 渗 漏 或 胞 内 的 酸 
形成 反应 所 产生 的 过 多 H* 。 这 利用 了 两 种 机 制 : 一 种 是 H* 直接 被 转运 出 细胞 另 一 种 是 
HCO; 被 带 人 人 细胞， 依照 反 应 HCO 十 H * 一 >H;O + CO, 中 和 胞 质 溶胶 中 的 H 。 利 用 
第 一 种 机 制 的 反 向 输送 体 之 一 是 Na+ -H* 交换 体 (Na+ -HT exchanger)， 它 将 Nat 的 内 流 与 
H 的 外 流 偶 联 在 一 起 。 另 一 个 利用 这 两 种 机 制 的 反 向 输送 体 是 Nar 驱动 的 CI- -HCOF 交换 
体 (Cl -HCOi exchanger)， 它 将 Nat 和 HCO 的 内 流 与 CI- 和 HH 的 外 流 偶 联 在 一 起 ， 结 
果 NaHCO 人 胞 ，HCI 出 胞 。Na* 驱动 的 Ci--HCO; 交换 体 的 效率 是 Na+ -H+ 交换 体 的 2 
倍 ， 细 胞 每 泵 入 1 分 子 Na* ， 就 泵 出 1 分 子 H* ， 并 中 和 另 1 分 子 H7 。 如 果 没 有 HCO; ( 实 
际 情况 常常 如 此 )， 那 么 这 种 反 向 输送 体 就 是 调节 pH: 最 重要 的 载体 蛋白 。 这 两 种 交换 体 都 
受到 pH, 的 调节 ， 并 随 着 胞 质 溶胶 中 pH 的 下 降 增加 其 活性 。 

不 依赖 于 Nat 的 CI -HCO; 交换 体 在 pH) 的 调节 中 也 有 重要 作用 。 与 依赖 于 Na’ 的 运 
PUK, Cl -HCOs 交换 体 受 到 pH 的 调节 ， 但 是 在 这 种 情况 下 ，HCO 常常 顺 其 电化 学 
梯度 被 转运 出 细胞 ，HCOF 的 外 流 和 Cl 的 内 流 随 pH: 的 增加 而 增加 ， 从 而 当 胞 质 溶胶 变 得 
过 碱 时 降低 pHi, CI -HCO; 交换 体 类 似 于 第 10 章 讨 论 的 红细胞 膜 中 的 带 3 蛋白 。 在 红细胞 
中 , 带 3 蛋白 有 利于 细胞 在 通过 非 毛细 血管 时 快速 交换 CO, 。 

ATP 驱动 的 H+ 泵 也 可 用 于 调控 许多 胞 内 区 域 的 PH。 正如 第 13 章 中 所 讨论 的 ， 溶 酶 体 
中 的 低 pH 与 内 体 和 分 泌 小 泡 中 的 低 pH 一 样 ， 都 是 通过 这 种 H 泵 来 维持 的 ， 它 们 利用 
ATP 水 解 的 能 量 将 H* 从 胞 质 溶胶 泵 入 这 些 细胞 器 。 


上 皮 细胞 中 载体 蛋白 的 不 对 称 分 布 是 溶质 跨 细胞 运输 的 基础 


在 上 皮 细胞 中 ， 如 那些 涉及 从 肠 道 吸收 营养 的 细胞 ， 载 体 蛋 白 在 质 膜 中 呈 不 均匀 分 布 ， 
从 而 有 利于 被 吸收 溶质 的 跨 细 胞 转运 。 如 图 11-12 所 示 ， 位 于 质 膜 顶 端 〈 吸 收 ) 区 域 与 Na+ 
相 联系 的 共 输 送 体 将 营养 主动 转运 进入 细胞 ， 使 这 些 溶质 建立 起 重要 的 跨 质 膜 浓度 梯度 。 在 
基底 外 侧 区 域 不 依赖 于 Na- 的 转运 蛋白 允许 营养 顺 着 其 浓度 梯度 被 动 离开 细胞 。 

在 这 些 上 皮 细胞 中 ,许多 细胞 的 质 膜 面积 因 形成 数 以 千 计 的 微 绒毛 (microvilli) 而 大 大 
增加 ， 这 些微 绒毛 从 每 个 细胞 顶端 的 表面 延伸 成 为 指 状 的 细小 突起 (图 11-12)。 这 种 微 绒毛 
能 将 细胞 的 总 吸收 面积 增加 25 倍 ， 从 而 增强 其 转运 能 力 。 

我 们 已 经 看 到 ， 尽 管 离子 梯度 在 驱动 细胞 的 许多 重要 转运 过 程 中 起 关键 作用 ， 但 是 利用 
ATP 水 解 能 的 离子 泵 主要 负责 建立 和 维持 这 些 梯度 ， 关 于 这 一 点 我 们 将 在 下 面 予 以 讨论 。 


质 膜 的 Na+-K+ 泵 是 一 种 ATPase 
细胞 内 的 K+ 浓 度 通常 是 细胞 外 的 10 一 20 倍 ， 而 Nar 的 浓度 则 与 此 相反 ( 表 11-1) 。 这 
些 浓度 差异 通过 Nat-Kt 泵 或 Nat 泵 来 维持 。 这 种 泵 存在 于 几乎 所 有 动物 细胞 的 质 膜 中 , 它 


们 发 挥 反 向 输送 体 的 作用 ， 将 Nat 顺 着 电化 学 梯度 主动 排出 胞 外 ， 同 时 将 KR AA. Al 
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图 11-12 跨 细胞 转运 

葡萄 糖 通过 肠 上 皮 细胞 的 跨 细胞 转运 依赖 于 细胞 质 膜 上 运输 蛋白 的 不 均一 分 布 。 图 中 所 示 的 过 程 致使 条 萄 畏 从 肠 

腔 被 转运 至 细胞 外 液 《 由 此 进入 血液 )。 葡萄 糖 通过 Na” 驱动 的 葡萄 畏 共 运输 经 由 膜 的 顶端 区 域 被 泵 人 细胞 。 葡 条 

精通 过 由 基底 膜 和 侧 膜 区 城中 的 不 同 葡 殴 糖 载体 蛋白 介 导 的 被 动 运输 被 转运 出 细胞 〈 顺 着 其 浓度 梯度 )， 驱 动 葡 区 

精 共 运输 的 Na* 梯度 通过 基底 的 和 侧面 的 质 腊 区域 中 的 Na* 泵 来 维持 ， 它 们 保持 了 胞 内 的 低 Na* 浓度 。 邻 近 细胞 

通过 不 可 通 透 的 紧密 连接 相连 ， 紧 密 连 接 在 图 中 所 示 的 过 程 中 具有 双 层 功能 ， 它 们 阻止 溶质 横 过 细胞 之 间 的 上 皮 

从 而 允许 维持 跨越 细胞 层 的 葡萄 糖 浓度 梯度 ， 它 们 也 充当 质 膜 内 的 扩散 屏障 ， 有 助 于 将 不 同 的 载体 蛋白 局 限于 它 

们 各 自 的 膜 区 域 《参见 图 10-41) 

为 这 种 泵 水 解 ATP 以 排出 Na* MRA K* ， 所 以 它 也 被 称 为 Na+-K+ ATPase (图 11-13) 。 

我 们 已 经 看 到 ， 由 泵 产生 的 Na! 梯度 驱动 大 多 数 营 养 转运 进入 动物 细胞 ， 同 时 也 在 调节 
胞 质 溶胶 pH 方面 起 关键 作用 。 我 们 在 下 面 将 会 讨论 到 ， 这 种 泵 还 通过 渗透 效应 调节 细胞 体 
积 ; 实际 上 ， 它 使 许多 动物 细胞 免 于 爆裂。 一 个 典型 动物 细胞 几乎 1/3 的 能 量 需 求 都 被 这 种 
泵 消耗 了 。 我 们 将 会 看 到 ， 在 神经 冲动 传递 过 程 中 重复 获得 少量 Na 和 丢失 少量 K+ 的 电 活 
性 神经 细胞 中 ， 该 数值 达到 细胞 能 量 需 求 的 2/3。 

Na'-K! 泵 的 一 个 重要 特征 是 其 转运 循环 依赖 于 蛋白 质 的 自 磷酸 化 作用 。ATP 的 末端 磷 
酸 基 团 被 转移 给 泵 的 天 冬 氨 酸 残 基 ， 随 后 被 除去 ， 解释 如 图 11-14 所 示 。 因 此 ， 泵 的 不 同 状 
态 根据 磷酸 基 团 的 有 无 而 加 以 区 分 。 通 过 这 种 途径 将 自身 磷酸 化 的 离子 泵 被 称 为 P 型 转运 
ATPase (P-type transport ATPase)。 它 们 组 成 一 个 在 结构 和 功能 上 相关 的 蛋白 质 家 族 ， 包 
括 各 种 Ca RAH 泵 ， 我 们 将 会 在 下 面 就 此 进行 讨论 。 

与 任何 一 种 酶 类 似 ，Na”-K” 泵 可 向 相反 方向 被 驱动 ， 在 这 种 情况 下 产生 ATP。 当 Na! 
AIK 的 梯度 通过 实验 增加 至 相当 高 的 程度 ， 以 致 储藏 于 其 电化 学 梯度 中 的 能 量 大 于 ATP 水 
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图 11-13 Nat-K* 
该 载体 蛋白 逆 电 化 学 梯度 将 Na* 主动 泵 出 胞 外 ， 并 将 K* 主动 泵 入 胞 内 。 胞 内 每 水 解 一 分 子 ATP， 就 有 
3 个 Na+ 被 泵 出 胞 外 ，2 个 K+ 被 泵 人 胞 内 。 特 异性 抑制 剂 乌 本 武 和 K 竞争 泵 在 细胞 外 侧 的 同一 位 点 


AG He 


图 11-14 Na+-K+ 泵 的 泵 送 循环 模型 
Na 的 结合 和 @@ 随 后 被 泵 的 胞 质 侧 的 ATP 磷酸 化 诱发 蛋白 质 发 生 构象 变化 ， 回 跨 膜 转运 Na* 并 将 其 释放 至 胞 外 。 
ORE. MEMA K+ 的 结合 和 随后 的 去 磷酸 化 使 蛋白 质 回复 至 其 最 初 的 构象 ， 从 而 跨 膜 转运 K+ ， 并 将 其 释放 至 胞 
质 溶胶 。 构 象 的 这 些 变化 类 似 于 图 11-6 所 示 的 ACB 转换， 不 同 的 是 ， 此 处 Na” 依赖 的 蛋白 质 磷酸 化 和 K+ 依 赖 的 蛋 
白质 去 磷酸 化 导致 构象 转变 以 有 序 的 方式 发 生 ， 致 使 蛋白 质 能 进行 有 用 的 活动 。 尽 管 为 了 简单 起 见 图 中 仅 显 示 了 1 个 
Nat 结合 位 点 和 1 个 K+ 结合 位 点 ， 但 是 一 般 认 为 ， 一 个 真正 的 汞 有 3 个 Nat 结合 位 点 和 2 个 K 结合 位 点 。 而 且 ， 尽 
管 图 中 显示 ， 奈 仅 在 两 种 构象 状态 之 间 转 换 ， 但 是 有 证 据 表明 ， 它 在 泵 送 循环 过 程 中 经 历 了 一 系列 更 为 复杂 的 构象 变化 
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解 的 化 学 能 时 ， 这 些 离子 顺 着 其 电化 学 梯度 转移 ， 并 通过 Na*-K* 泵 利用 ADP 和 磷酸 盐 合成 
ATP。 因 此 ， 泵 的 磷酸 化 形式 (图 11-14 中 的 步骤 2) 可 通过 将 其 磷酸 基 团 转移 给 ADP (图 
步骤 2 到 步骤 1) 或 者 改变 其 构象 (图 步骤 2 到 步骤 3) 而 松弛 下 来 。 自 由 能 的 全 部 变化 是 被 
用 于 合成 ATP 还 是 被 用 于 将 Na- 排出 胞 外 ， 不 仅 依赖 于 Na* 和 K* 的 电化 学 梯度 ， 还 依赖 于 
ATP, ADP 和 磷酸 盐 的 相对 浓度 。 


— 36 Cat Rý Ht Rize P AH ATPase 


BR Na* -K' 泵 之 外 ，P 型 转运 ATPase 家 族 还 包括 发 生 信号 转 导 事件 后 将 Ca*+ 从 胞 质 
溶胶 中 除去 的 Cat 泰和 从 胃 内 壁 的 特 化 上 皮 细胞 分 泌 酸 的 H+-K* 泵 。Ca*+ 泰 尤其 重要 。 
真 核 细 胞 在 胞 外 Ca 浓度 极 高 的 情况 下 ， 在 其 胞 质 溶胶 中 维持 极 低 浓度 的 游离 Ca? t 浓度 
( 约 10“mol/L) 。 甚 至 少量 的 Ca? 内 流 也 会 显著 增加 胞 质 溶 胶 中 游离 Ca* 的 浓度 ，Ca2+ 
因 响 应 胞 外 信号 而 顺 着 陡峭 浓度 梯度 流动 是 快速 传递 这 些 跨 质 膜 信号 的 一 种 方式 〈 讨 论 
见 第 15 章 )。 因 此 ， 陡 峭 Cat 梯度 的 维持 对 细胞 是 重要 的 。Ca** 梯度 的 维持 是 通过 质 膜 
中 的 将 Cat 主动 转运 出 胞 外 的 Ca** 运载 体 。 这 些 运 载体 之 一 是 P 型 Cat+ -ATPase; 另 一 
种 是 反 向 运载 体 (antiporter)， 称 为 Na*-Ca* 交换 体 , 由 Na* 电化 学 梯度 驱动 
[图 15-38 (A)]。 

了 解 得 最 透彻 的 P 型 转运 ATPase 是 骨骼 肌 细 胞 肌 浆 网 (sarcoplasmic reticulum) 膜 中 
的 CatR, W Cat- ATPase。 肌 浆 网 是 一 种 特 化 的 内 质 网 ， 在 肌 细胞 的 胞 质 溶胶 中 形成 管状 
圳 网 络 ， 充 当 胞 内 Ca 储藏 库 ( 当 一 个 动作 电位 使 肌 细 胞 膜 去 极 化 时 ，Ca?* 通过 Cat 释放 
通道 从 肌 浆 网 被 释放 进入 胞 质 溶胶 ， 刺 激 肌肉 收缩 ， 讨 论 见 第 16 章 )。 约 占 细胞 器 膜 蛋 白 
90% 的 Ca 泵 负责 将 Ca** 从 胞 质 溶胶 运 回 肌 浆 网 。 非 肌肉 细胞 的 内 质 网 含有 类 似 的 Ca** HE, 
但 数量 上 更 少 。 

已 经 测定 了 肌 浆 网 Ca 友 的 高 分 辨 率 三 维 结构 。 该 结构 和 相关 的 真菌 H+ 泵 的 分 析 提 供 
了 PP 型 转运 ATPase 的 第 一 种 观点 ， 即 认为 它们 都 有 类 似 的 结构 。 它 们 含有 10 个 跨 膜 a 螺 
旋 ， 其 中 3 个 排列 成 一 个 跨 脂 双 层 的 中 央 通 道 。 在 Ca** 泵 的 非 磷酸 化 状态 ， 其 中 2 个 螺旋 断 
裂 形成 一 个 空 闪 ， 该 空 穴 可 从 膜 的 胞 质 溶胶 侧 进入 ， 并 结合 2 个 Ca*+ 。ATP 与 膜 同 侧 的 结合 
位 点 结合 以 及 随后 邻近 结构 域 的 磷酸 化 导致 跨 膜 螺旋 的 激烈 重 排 。 这 种 重 排 破坏 Ca*+ 结合 位 
点 ， 并 从 膜 的 另 一 侧 释放 Ca* ， 进 入 肌 浆 网 腔 (图 11-15)。 


Na'-K' 泵 是 维持 渗透 平衡 和 稳定 细胞 体积 所 必需 的 


由 于 Na'-K' 泵 每 泵 转运 2 个 正 电离 子 人 胞 就 会 转运 3 个 正 电离 子 出 胞 ， 因 此 它 是 生 电 
HE (electrogenic pump)。 它 驱动 净 电 流 跨 膜 ， 因 而 产生 1 个 电势 ， 细 胞 的 内 部 相对 于 胞 外 呈 
负电 性 。 然 而 ， 泵 的 这 种 生 电 效 应 对 膜 电 势 的 贡献 很 少 大 于 10%。 我 们 在 后 面 将 会 讨论 到 ， 
剩 下 的 90%% 仅 仅 是 间接 地 依赖 于 Nat-K R. 

另 一 方面 ，Nar -K+ 泵 对 调节 细胞 容积 确实 有 着 直接 而 重要 的 影响 。 它 调节 胞 内 的 
溶质 浓度 ， 从 而 调节 能 使 细胞 胀 大 或 收缩 的 渗透 性 或 张力 ) (图 11-16)。 因 为 质 膜 对 
水 的 渗透 性 弱 ， 所 以 水 顺 着 其 浓度 梯度 缓慢 地 进出 细胞 ， 此 过 程 称 为 渗透 作用 Cosmo- 
sis) 。 如 果 将 细胞 置 于 低 渗 溶液 “hypotonic solution， 即 溶质 的 浓度 低 因 而 水 的 浓度 高 的 
溶液 ) 中 ， 那 么 就 会 出 现 水 进入 细胞 的 净 转 移 ， 从 而 使 得 细胞 肿胀 而 破裂 (裂解 )。 相 
反 ， 如 果 将 细胞 党 于 高 渗 溶液 《hypertonic solution) 中 ,那么 它们 就 会 因 失 水 而 收缩 
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(图 11-16)。 许 多 动物 细胞 在 其 质 膜 中 也 含有 特 化 的 水 通道 C water channel, aquaporin) , 
以 利于 渗透 性 的 水 流动 。 


( 
2 进入 Ca 结合 腔 、 A 


胞 质 COD 


肌 质 网 的 内 腔 


图 11-15 肌 浆 网 Cai+ 泵 怎样 转移 Cat 的 一 个 模型 
未 确 酸化 的 Ca** 结合 状态 的 结构 〈 左 ) 是 基于 泵 的 X 射线 晶体 结构 。 位 酸化 的 无 Ca? 状态 的 结构 〈 右 ) 是 基于 电 
子 显 微 镜 技术 测定 的 低 分 辨 率 结构 ， 跨 膜 螺旋 的 排列 是 推测 的 。 在 未 大 酸化 状态 .螺旋 4 和 6 被 打 断 ， 并 在 膜 的 胞 
质 溶胶 侧 形 成 Ca 结合 位 点 。ATP 的 结合 和 水 解 引 起 显著 的 构象 变化 ， 从 而 使 核 并 酸 结合 N) 结构 域 和 磷酸 化 结 
构 域 (P) 紧 紧 靠近 。 一 般 认 为 ， 这 一 变化 使 驱动 结构 域 (A) 旋转 90"， 从 而 导致 跨 膜 螺旋 的 重 排 。 这 种 重 排 消除 
了 螺旋 4 和 6 中 的 发 隙 ， 即 废除 了 Ca? 结合 位 点 ， 并 将 膜 另 一 便 的 Ca 释放 进入 肌 效 网 腔 〔 改 编 自 C，Toyoshima 
2000) 


et al. , Nature 405; 647~655 


圆 锯齿 状 的 正常 肿胀 的 深化 
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图 11-16 ”人 红细胞 对 细胞 外 液 渗透 性 改变 的 反应 
细胞 随 着 水 顺 其 浓度 梯度 的 进入 或 者 离开 而 始 肿胀 和 收缩 
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专题 11-1 


胞 内 水 平衡 : 问题 及 其 解决 办 法 


细胞 内 渗透 性 的 来 源 


大 分 子 本 身 对 胞 内 渗透 性 的 贡献 
极 小 ， 因 为 尽管 每 个 分 子 的 尺寸 
大 , 但 只 能 以 单个 分 子 来 计数 ， 
因此 ， 与 胞 内 小 分 子 的 数目 相 比 ， 
它们 的 分 子 数目 相对 很 少 。 然 而 
大 多 数 生物 大 分 子 带 有 很 多 电荷 ， 
它们 吸引 许多 带 相 反 电荷 的 无 机 
离子 。 因 其 数目 巨大 ， 所 以 这 些 
反 离 子 对 胞 内 渗透 性 有 重要 贡献 。 


细胞 因 主动 运输 和 代谢 过 程 而 
含有 高 浓度 的 无 机 小 分 子 ， 如 
糖 类 、 氨 基 酸 和 核 苷 酸 ， 质 膜 
对 这 些 分 子 是 不 能 渗透 的 。 因 
为 这 些 代谢 物 中 大 部 分 都 带电 
荷 ， 所 以 它们 也 吸引 反 离 子 。 
小 代谢 物 及 其 反 离子 对 胞 内 渗 
透 性 做 出 了 进一步 的 重要 贡献 


通常 ， 细 胞 外 液 的 渗透 性 主要 是 
由 于 无 机 小 离子 。 这 些 离 子 缓慢 
地 跨 膜 渗 漏 进 入 细胞 。 如果 不 将 
它们 泰 出 胞 外 ， 如 果 胞 内 没有 与 
之 相互 作用 而 影响 其 分 布 的 其 他 
BF + 那么 它们 最 终 将 会 达到 平 
衡 ， 即 细胞 内 外 的 浓度 相同 。 然 
而 ， 胞 内 吸引 这 些 离子 的 荷 电大 
分 子 和 代谢 物 的 存在 会 产生 唐 纳 
RUM (Donna effect), 它们 使 得 平 
衡 时 胞 内 无 机 离子 的 总 浓度 比 胞 
外 的 更 大 〔 因 此 对 渗透 性 有 贡献 )。 


问题 


由 于 上 述 这 些 因 素 ， 一 个 完全 不 
控制 其 渗透 性 的 细胞 ， 其 胞 内 溶 
质 浓度 将 会 高 于 胞 外 。 结 果 ， 胞 
外 水 的 浓度 将 会 高 于 胞 内 。 质 膜 
两 侧 水 浓度 的 这 种 差异 将 使 水 通 
过 渗透 作用 持续 进入 胞 内 ， 致 使 
细胞 裂解 。 
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解决 办 法 


动物 细胞 和 细菌 通过 主动 泵 出 无 机 离 植物 细胞 通过 坚硬 的 细胞 壁 阻止 许多 原生 动物 通过 定期 将 水 从 特殊 
子 ， 如 Na” ， 来 控制 其 胞 内 渗透 性 ,肿胀 ， 因 此 能 忍受 质 膜 两 侧 的 渗 的 收缩 泡 中 排出 以 避免 因 水 而 肿 
结果 胞 质 中 的 无 机 离子 总 浓度 低 于 细 透 性 差异 : 内 部 形成 的 膨 压 在 平 胀 , 尽管 质 膜 两 侧 存在 渗透 性 
胞 外 液 ， 从 而 补偿 胞 内 过 多 的 有 机 衡 时 迫使 尽 可 能 多 的 水 排出 胞 外 。 差 异 。 
溶质 。 ay 9 © ® 

o © : € 


TONS. 


下 述 观察 说 明了 Na*-K* 泵 调节 细胞 容积 的 重要 性 : 如 果 用 抑制 Na*-K* RGR 
(ouabain) 处 理 细胞 ， 那 么 许多 动物 细胞 都 会 肿胀 ， 而 且 常 常会 破裂 。 如 专题 11-1 所 解释 的 ， 
细胞 含有 高 浓度 的 溶质 ， 包 括 大 量 被 限制 在 细胞 内 负电 荷 的 有 机 分 子 ， 即 所 谓 的 固定 阴离子 
(fixed anion)， 以 及 电荷 平衡 所 需要 的 相应 阳离子 。 这 往往 导致 产生 很 大 的 渗透 压 梯度 ， 如 
果 没 有 得 到 平衡 ， 这 种 梯度 就 会 将 水 “牵引 ”进入 细胞 。 对 动物 细胞 而 言 ， 由 细胞 外 液 中 的 
高 浓度 无 机 离子 〈 主 要 是 Na* 和 C) 产生 的 一 种 相反 的 渗透 压 梯度 抵消 了 这 种 效应 。 
Na  -K7* 泵 通过 将 渗 漏 进 入 细胞 的 Na’ 顺 着 其 陡峭 的 电化 学 梯度 排出 胞 外 来 维持 渗透 压 平衡 。 
CL 则 由 于 膜 电势 而 留 在 胞 外 。 

当然 ， 细 胞 还 可 通过 其 他 方式 处 理 渗透 压 问题 。 植 物 细 胞 和 许多 细菌 通过 环绕 质 膜 的 半 
硬 式 细胞 壁 阻止 其 破裂 。 在 变形 虫 中 ， 渗 透 流 入 胞 内 的 过 量 水 被 收集 在 收缩 泡 中 ， 这 些 收缩 
泡 定 期 将 其 内 容 物 排出 胞 外 专题 11-1)。 细 菌 也 进化 出 当 遭 遇 渗透 压 休克 时 允许 快速 丢失 离 
子 甚至 大 分 子 的 策略 。 但 是 ， 对 大 多 数 动物 细胞 而 言 , Na’ -K* 泵 是 极为 重要 的 。 


合成 ATP 的 膜 结合 酶 是 以 相反 方向 起 作用 的 转运 ATPase 


细菌 的 质 膜 、 线 粒 体内 膜 以 及 叶绿体 的 类 讲 体 膜 都 含有 转运 ATPase。 不 过 ， 它 们 都 属 
于 V 型 ATPase 家 族 ， 在 结构 上 与 P 型 ATPase 极为 不 同 。F 型 ATPase 呈 涡轮 状 结构 ， 由 多 
个 不 同 的 蛋白 质 亚 基 构 成 。 我 们 将 在 第 14 章 详细 讨论 这 种 类 型 的 ATPase, 

V 型 ATPase 之 所 以 被 称 为 ATP 合 酶 ， 是 因为 它们 通常 以 相反 方向 起 作用 ， 即 不 是 通过 
ATP 水 解 来 驱动 离子 运输 ， 而 是 通过 跨 膜 H+ 梯度 驱动 自 ADP 和 磷酸 盐 合 成 ATP。H+ 梯度 
的 产生 或 者 是 在 氧化 磷酸 化 〈 在 需 氧 细 菌 和 线粒体 中 ) 的 电子 传递 步骤 中 ， 或 者 是 在 光合 作 
用 过 程 中 ,或 者 是 通过 盐 杆 菌 (Halobacterium) 的 光 激活 H+ 泵 〈 细 菌 视 紫 质 ) 。 

与 P 型 转运 ATPase 类 似 ，ATP 的 合成 能 以 任何 一 个 方向 起 作用 : 当 跨 膜 电 化 学 梯度 降 
至 低 于 某 一 域 值 时 ， 它 们 将 水 解 ATP， 并 跨 膜 转运 H* 。 结 构 上 与 下 ATPase 相关 的 是 一 
个 不 同 的 V 型 ATPase 家 族 。 某 些 细胞 器 ， 如 溶 酶 体 、 突 触 泡 和 植物 液 泡 ,含有 V 型 
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ATPase, 将 H' 泵 和 细胞器， 由 此 造成 内 环境 的 酸化 。 因 此 ，V 型 ATPase 通常 是 转运 蛋白 
质 ， 而 不 是 合成 ATP。 


ABC 运载 体 是 膜 转运 蛋白 的 最 大 家 族 


我 们 讨论 的 最 后 一 类 载体 蛋白 是 一 个 具有 重要 临床 意义 的 转运 ATPase 家 族 ， 纵 使 它们 
在 真 核 细 胞 中 的 正常 功能 仅仅 是 初 见 端倪 。 这 些 有 待 鉴定 的 蛋白 质 首先 在 细菌 中 发 现 。 我 们 
已 经 提 到 ， 所 有 细菌 的 质 膜 都 含有 利用 跨 膜 H 梯度 将 多 种 营养 泵 入 细胞 的 载体 蛋白 。 许 多 
细菌 还 有 转运 ATPase， 利 用 ATP 水 解释 放 的 能 量 摄 入 某 些小 分 子 。 在 有 双 层 膜 的 细菌 CPA 
11-17)， 如 大 肠 杆 菌 中 ， 转 运 ATPase 定位 于 内 膜 ， 而 且 还 存在 一 种 捕获 营养 物 并 将 它们 传 
输 给 运载 体 的 辅助 机 制 〈 图 11-18) 。 
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图 11-17 大 肠 杆菌 双 层 膜 的 一 个 小 区 域 
内 膜 是 细胞 的 质 膜 ， 内 外 脂 双 层 膜 之 间 是 由 蛋白 质 和 多 糖 组 成 的 、 高 度 多 和 孔 而 坚硬 的 肽 聚 精 ， 它 构成 细菌 的 细胞 辟 。 它 附着 
在 外 膜 的 脂 蛋白 分 子 上 ， 充 满 周 质 间 除 《〈 图 中 仅 显示 少量 肽 聚 糖 ) 。 这 一 间隙 也 含有 许多 种 可 溶性 蛋白 质 分 子 。 项 部 的 虚线 
(显示 为 绿色 ) 代表 特殊 脂 多 糖分 子 的 多 糖 链 ， 形 成 外 膜 的 胞 外 单 层 ; 为 清楚 起 见 ， 途 中 仅 显示 少数 儿 条 链 。 具 有 双 层 膜 的 
细菌 被 称 为 革 兰 氏 阴 性 菌 ， 因 为 它们 不 滞留 在 革 兰 氏 染色 法 中 用 到 的 深蓝 色 染 料 。 具 有 单 层 膜 的 细菌 〈 但 有 更 厚 的 细胞 辟 )， 
如 葡 莉 球菌 和 链球 菌 ， 滞 贸 蓝 色 染 料 ， 因 此 被 称 为 革 兰 氏 阳 性 菌 ， 它们 的 单 层 膜 类 似 于 革 兰 氏 阴性 菌 的 内 膜 〈 质 膜 


细菌 质 膜 中 的 转运 ATPase 属于 已 知 最 大 且 种 类 最 多 的 转运 蛋白 家 族 。 这 一 家 族 被 称 为 
ABC 运载 体 超 家 族 (ABC transporter superfamily)， 因 为 该 家 族 的 每 个 成 员 都 含有 2 个 高 度 
保守 的 ATP 结合 盒 〈 图 11-19)。ATP 的 结合 导致 2 个 ATP 结合 结构 域 二 聚 化 ，ATP 的 水 
解 导 致 二 聚 体 的 解 离 。 一 般 认 为 ， 胞 质 溶 胶结 构 域 的 这 些 结构 变化 被 传递 给 跨 膜 束 ， 从 而 驱 
动 构象 变化 循环 ， 交 替 暴 露底 物 结合 位 点 于 膜 的 一 侧 或 男 一 侧 。ABC 运载 体 通过 这 种 方式 利 
用 ATP 的 结合 和 水 解 跨 脂 双 层 转运 分 子 。 

在 大 肠 杆 菌 中 ，ABC 运载 体 由 78 个 基因 编码 〈 占 细菌 基因 的 5%)， 动 物 细胞 则 包含 更 
多 的 基因 。 一 般 认为 每 种 运载 体 特异 于 一 个 或 一 类 特殊 的 底 物 ， 但 是 由 该 超 家 族 转 运 的 底 物 
种 类 繁多 ， 包 括 氨基 酸 、 糖 、 无 机 离子 、 多 糖 、 肽 ， 甚 至 蛋白 质 。 细 菌 的 ABC 运载 体 被 同时 
用 于 输入 和 输出 ， 而 在 真 核 细胞 中 那些 曾 被 描述 过 的 运载 体 似乎 大 多 数 转 用 于 输出 。ABC 运 
载体 也 催化 脂 质 从 脂 双 层 的 一 侧 翻转 至 另 一 侧 ， 因 而 在 膜 的 生物 发 生 和 维持 中 具有 重要 作用 ， 
这 将 在 第 12 章 中 子 以 讨论 。 当 底 物 是 脂 质 或 总 体 上 是 朴 水 分 子 时 ， 用 于 结合 底 物 的 结合 位 点 
必须 暴露 于 与 脂 双 层 的 朴 水 内 部 相 接触 的 运载 体 的 表面 。 

实际 上 ， 第 一 个 被 鉴定 的 真 核 ABC 运载 体 是 由 于 它们 能 将 疏水 药物 从 胞 质 溶 胶 中 泵 出 而 
发 现 的 。 其 中 之 一 是 多 向 性 抗 药 蛋白 (multidrug resistance protein, MDR protein), CEAR 
细胞 中 超 量 表达 能 使 细胞 同时 对 多 种 化 学 上 无 关 的 广泛 用 于 癌症 化 疗 的 细胞 毒 类 药物 产生 抗 
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图 11-18 具有 双 层 膜 的 细菌 中 与 转运 ATPase 有 关 的 辅助 转运 系统 


溶质 通过 外 膜 中 的 通道 形成 恒 白 〈 和 孔道 蛋白 ) 扩散 ， 并 与 周 质 基质 结合 蛋白 
后 


使 之 能 与 质 膜 中 的 ABC 运载 体 结 


结合 。 


结果 ， 基 质 结合 蛋 白 经 历 构象 变化 ， 
T+ ABC 运载 体 接 过 溶质 ， 并 在 一 个 由 ATP 水 解 驱动 的 反应 中 跨越 脂 双 层 主动 


转运 溶质 。 为 简单 起 见 ， 图 中 省 去 了 肽 聚 糖 ， 它 的 多 孔 结构 允许 基质 结合 蛋白 和 水 溶性 分 子 通过 简单 扩散 而 通过 


ATP 结 合 结构 域 
11-19 一 个 典型 的 ABC 运载 体 
CA) 拓扑 学 线 图 。(B) 膜 中 多 肘 链 的 


假定 排列 方式 。 运 载体 由 4 个 结构 域 
组 成 : 两 个 高 度 朴 水 的 结构 域 ， 每 个 
结构 域 都 有 6 个 推测 的 形成 易 位 通路 
的 跨 膜 片段 ， 两 个 ATP 结合 催化 结 
构 域 (或 盒 )。 在 某 些 情况 下 ， 运 载 
体 的 两 部 分 由 单一 多 肽 〈 如 图 所 示 ) 
形成 ， 而 在 另 一 些 情况 下 ， 它 们 由 2 
个 或 多 个 独立 的 多 肽 形成 ， 组 装 成 一 
个 相似 结构 (图 10-32) 
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药性 。 用 其 中 任何 一 种 药物 进行 治疗 都 能 导致 第 选 出 超 量 表 
Us MDR 转运 蛋白 的 细胞 。 运 载体 将 药物 泵 出 细胞 ， 从 而 降 
低 其 毒性 ， 并 对 各 种 各 样 的 治疗 因素 产生 抗 性 。 一 些 研究 显 
示 ， 多 达 40% 的 人 类 癌症 发 展 出 多 向 性 抗 药 ， 从 而 使 之 成 为 
与 癌症 做 斗争 中 出 现 的 一 个 主要 障碍 。 

在 引起 疤 疾 的 原生 动物 恶性 疤 原 虫 〈Plasmodium fal- 
ciparum) 中 存在 一 种 有 同等 危害 的 相关 现象 有 2 亿 多 人 
感染 这 种 寄生 虫 、 它 仍然 是 人 类 死亡 的 一 个 主要 病因 ， 每 年 
导致 一 百 多 万 人 死亡 。 闪 疾 的 控制 因 产生 抗 并 药 氧吧 〈chlo- 
roquine) 的 抗 性 而 受到 阻碍 ， 并 且 研 究 显示 ， 抗 药性 恶性 痉 
原虫 扩 增 了 编码 将 氧 唑 硝 出 胞 外 的 ABC 运载 体 的 一 个 基因 。 

在 酵母 中 ，ABC 运载 体 跨 质 膜 输 出 一 种 交配 信息 素 
(一 种 由 12 个 氨基 酸 组 成 的 多 肽 )。 在 大 多 数 疹 椎 动物 细胞 
中 ,在 内 质 网 (ER) 膜 中 的 ABC 运载 体 蛋 白质 降解 产生 的 
各 种 各 样 的 多 肽 从 胞 质 溶胶 主动 运输 至 ER。 这 是 在 免疫 系 
统 〈 讨 论 见 第 24 章 ) 的 细胞 监视 中 具有 重要 意义 的 一 条 途 
径 中 的 第 一 步 。 转 运 的 蛋白 质 片段 进入 ER 后 ， 最 终 被 转运 
至 细胞 表面 ， 并 且 它 们 在 此 被 细胞 毒 工 淋 巴 细胞 识别 。 如 果 
这 些 片 段 貌似 异己 的 话 ， 细 胞 毒 T 淋巴 细胞 就 会 杀 死 该 细胞 


《正如 如 果 这 些 片段 源 自 潜 伏 在 胞 质 溶胶 中 的 病毒 或 其 他 微生物 所 发 生 的 那样 ) 。 

然而 ，ABC 家 族 的 另 一 个 成 员 是 通过 研究 常见 遗传 性 疾病 囊 性 纤维 化 〈cystic fibrosis) 
而 被 发 现 的。 这 种 疾病 是 由 编码 ABC 运载 体 的 一 个 基因 中 的 一 个 突变 而 引起 的 ， 这 种 ABC 
运载 体 的 功能 是 调节 上 皮 细胞 质 膜 中 的 Cl 通道 。 在 27 个 白 种 人 中 有 一 人 携带 编码 该 蛋白 质 
的 一 个 突变 基因 ;， 在 2500 人 中 有 一 人 该 基因 的 2 个 拷贝 发 生 突变 ， 因 而 引起 这 种 疾病 。ABC 
运载 体 怎样 调节 Cl 的 跨 膜 传递 仍 不 明确 。 


小 结 


载体 蛋白 与 特殊 溶质 结合 ， 并 通过 其 构象 变化 跨 脂 双 层 转运 这 些 溶质 ， 这 些 构 象 变化 使 
溶质 结合 位 点 暴露 于 膜 的 一 侧 ， 继 而 是 另 一 侧 。 一 些 载体 蛋白 只 顺 浓度 梯度 转运 一 种 溶质 ， 
而 另 一 些 载体 蛋白 则 能 以 又 的 形式 北 其 电化 学 梯度 转运 一 种 溶质 ， 它 们 利用 ATP 水 解 、 另 一 
种 溶质 〈 如 Nat 或 H+ ) 的 顺 浓 度 梯 度 转运 或 光 提 供 的 能 量 以 有 序 的 方式 驱动 转运 所 必需 的 
一 系列 构象 变化 。 载 体 蛋白 归属 于 少数 几 个 家 族 。 每 个 家 族 都 包含 一 些 具有 类 似 氨基 酸 序 列 
的 蛋白 质 ， 一 般 认 为 ， 这 些 氨基 酸 序 列 是 从 一 个 共同 的 祖先 蛋白 进化 而 来 并 以 类 似 的 机 制 起 
作用 。P 型 转运 ATPase 家 族 ， 包 括 无 处 不 在 的 Na-K R, 就 是 一 个 重要 的 例子 ; 这 些 
ATPase 在 转运 循环 中 相继 使 其 自身 磷酸 化 和 去 磷酸 化 。ABC 运载 体 超 家 族 是 膜 转 运 蛋白 最 
大 的 家 族 ， 在 临床 上 尤其 重要 。 它 不 仅 包括 产生 鼻 性 纤维 化 的 蛋白 质 ， 还 包括 在 癌 细胞 和 引 
起 症 疾 的 寄生 虫 中 产生 抗 药性 的 蛋白 质 。 


离子 通道 和 膜 的 电 特 性 


与 载体 蛋白 不 同 ， 通 道 蛋 白 形成 亲 水 性 跨 膜 孔道 。 有 一 类 在 所 有 动物 中 发 现 的 通道 
蛋白 在 2 个 邻近 细胞 之 间 形 成 间隙 连接 (gap junction); 每 个 质 膜 对 形成 通道 的 贡献 相 
等 ， 这 种 通道 连接 2 个 细胞 的 胞 质 。 这 些 通道 将 在 第 19 章 讨论 ， 在 此 不 做 进一步 讨论 。 
间隙 连接 以 及 细菌 、 线 粒 体 和 叶绿体 外 膜 的 孔道 形成 蛋白 一 一 孔道 蛋白 (porin) (讨论 
见 第 10 章 ) 都 有 相对 大 且 人 允许 渗透 的 孔道 ， 如 果 这 些 孔道 直接 将 细胞 的 内 部 与 细胞 外 
间隙 相连 接 ， 那 将 是 灾难 性 的 。 实 际 上 ,许多 细菌 毒素 确实 会 那样 做 ， 以 便 杀 死 其 他 细 
胞 (讨论 见 第 25 章 ) 。 

相反 ， 动 植物 细胞 中 连接 胞 质 溶胶 和 细胞 外 部 的 大 多 数 通 道 蛋 白 必 然 会 有 能 开 合 的 高 度 
选择 性 窄 孔道 。 因 为 这 些 蛋 白质 尤其 与 无 机 离子 的 运输 有 关 ， 所 以 它们 被 称 作 离 子 通道 Gon 
channel) 。 就 转运 效率 而 言 ， 通 道 优 于 载体 蛋白 ， 因 为 每 个 开放 的 孔道 每 秒 钟 能 使 多 达 100 
万 个 离子 通过 一 一 其 速率 比 任何 一 个 已 知 载体 蛋白 介 导 的 最 大 运输 速率 高 10 倍 。 然 而 ， 通 
道 不 能 与 能 量 源 偶 联 而 进行 主动 运输 ， 因 此 它们 介 导 的 运输 总 是 被 动 的 〈 顺 梯度 ) 。 因 而 ， 离 
子 通道 的 功能 是 允许 特殊 无 机 离子 (主要 是 Na* . K+, Cata Cl”) 顺 着 其 电化 学 梯度 快速 
扩散 跨越 脂 双 层 。 我 们 将 会 看 到 ， 调 控 离 子 通过 这 些 通道 而 内 流 的 能 力 对 许多 细胞 功能 的 发 
挥 是 必 不 可 少 的 。 特 别 地 ， 神 经 细胞 〈 神 经 元 ) 专门 利用 离子 通道 ， 我 们 将 讨论 它们 怎样 利 
用 多 种 通道 接收 、 传 导 和 传递 信号 。 


离子 通道 是 离子 选择 性 的 并 在 开关 两 种 状态 之 间 转 换 
有 两 个 重要 特性 区 分 离子 通道 和 简单 含水 孔道 。 首 先 ， 它 们 表现 出 离子 选择 性 (ion se- 


lectivity) ， 人 允许 一 些 无 机 离子 通过 ， 而 另 一 些 离子 则 不 能 通过 。 这 一 特性 暗示 其 孔道 必须 足 
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够 窗 ， 从 而 迫使 正在 渗 和 人 的 离子 与 通道 壁 紧密 接触 ， 以 便 仅 有 适当 大 小 和 电荷 的 离子 能 通过 。 
正在 深入 的 离子 不 得 不 释放 它们 的 大 部 分 或 所 有 结合 水 分 子 ， 以 单列 通过 通道 的 最 窗 部 分 ， 
该 处 被 称 为 选择 性 滤 过 装置 (selectivity filter); 这 限制 了 它们 的 通过 速率 。 因 此 ， 随 着 离子 
浓度 的 增加 ， 离 子 通过 通道 的 流量 按 比 例 增 加 直至 达到 最 大 值 (饱和 ) 。 

离子 通道 和 简单 含水 通道 的 第 2 个 区 别 是 ， 离 子 通道 并 不 持续 开放 。 相 反 ， 它 们 是 门 控 
通道 ， 允 许 短暂 开放 ， 然 后 又 关闭 〈 图 11-20)。 在 大 多 数 情况 下 ， 门 因 相应 一 种 特殊 的 刺激 
而 开放 。 已 知 引起 离子 通道 开放 的 主要 刺激 类 型 是 跨 膜 电 压 的 改变 (电压 门 控 通 道 ，voltage- 
gated channel), HLX (机 械 门 控 通 道 ，mechanically gated channel) 或 配 基 的 结合 ( 配 
体 门 控 通道 ，ligand-gated channel) 。 配 体 可 以 是 细胞 外 介质 ， 尤 其 是 神经 递 质 〈 递 质 门 控 通 
道 ，transmitter-gated channel) ， 或 是 细胞 内 介质 ， 如 离子 【离子 门 控 通道 〈ion-gated chan- 
nel)] BRR AFAR CREAM ESI (nucleotide-gated channel)] (图 11-21) 。 另 外 ， 许 多 离子 
通道 的 活性 受到 和 蛋白质 磷 酸化 和 去 磷酸 化 的 调节 ; 这 种 类 型 的 通道 调节 将 在 第 15 章 与 核 苷 酸 
门 控 通道 一 起 讨论 。 而 且 ， 随 着 (化 学 的 或 电 的 ) 刺激 的 持续 ， 大 多 数 通道 进入 一 种 “ 脱 敏 
的 ”或 “ 失 活 的 ”关闭 状态 ， 在 这 种 状态 下 ， 它 们 难以 进一步 开放 ， 直 至 除去 刺激 ， 关 于 这 
一 点 我 们 将 在 后 面 予 以 讨论 。 


关 


开 
| —) b 


亲 水 孔道 的 选择 性 滤 过 


图 11-20 在 闭合 和 开放 构象 之 间 变 动 的 一 个 典型 离子 通道 
此 处 以 横 截面 显示 的 通道 蛋白 仅 在 “开放 ”构象 状态 形成 一 个 跨 脂 双 层 的 亲 水 和 孔道。 一般 认为 ， 
极 性 基 团 沿 着 孔道 辟 排 列 成 行 ， 而 构 水 氨基 酸 侧 链 则 与 脂 双 层 ( 图 中 为 显示 ) 相互 作用 。 孔 道 在 
某 一 区 域 (选择 性 让 过 装置 变 穹 至 原子 尺度 ， 通 道 的 离子 选择 性 主要 由 此 处 决定 


迄今 已 有 超过 100 种 离子 通道 被 描述 ， 而 且 新 的 离子 通道 正在 增加 。 它 们 负责 肌肉 细胞 
的 电 兴奋 性 ， 在 神经 系统 中 ， 它 们 介 导 几乎 全 部 形式 的 电信 和 号。 通常 ， 单 个 神经 元 可 能 含有 
10 种 或 更 多 离子 通道 ， 定 位 于 质 膜 的 不 同 区 域 。 但 是 ， 离 子 通道 并 不 局 限于 电 兴奋 细胞 。 它 
们 存在 于 所 有 动物 细胞 中 ， 也 在 植物 细胞 和 微生物 中 发 现 : 如 它们 在 含羞 草 中 传播 合 叶 反应 ， 
允许 单 细 胞 草 履 虫 〈Paramecium) 在 受到 攻击 后 改变 方向 。 

也 许 ， 最 常见 的 是 那些 主要 用 于 渗透 K* 的 离子 通道 。 这 些 通道 发 现 于 几乎 所 有 动物 细 
胞 的 质 膜 中 。 有 一 组 重要 的 K 通道 甚至 在 未 受 刺激 或 “ 静 息 ”细胞 中 也 开放 ， 因 而 有 时 称 
之 为 K+ 漏电 通道 Kleak channel) 。 尽 管 该 术语 适用 于 多 种 不 同 的 K+ 通道 依赖 于 细胞 类 
型 )， 它 们 都 有 一 个 共同 的 目的 。 它 们 使 质 膜 对 K* 的 渗透 能 力 比 对 其 他 离子 的 渗透 能 力 大 得 
多 ， 因 而 在 维持 所 有 质 膜 的 膜 电 势 中 具有 至 关 重要 的 作用 。 


动物 细胞 中 的 膜 电势 主要 依赖 于 K+ 漏电 通道 和 跨 质 膜 K+ 梯度 


当 膜 一 侧 的 阳离子 略微 超过 阴离子 而 在 另 一 侧 略 显 不 足 ， 致 使 膜 两 侧 的 电荷 存在 差异 时 ， 


就 产生 了 膜 电 势 。 这 种 电荷 差异 可 能 产生 于 活性 的 生 电 泵 和 离子 的 被 动 扩散 。 如 我 们 将 在 第 
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电压 门 控 通道 基 门 控 配 基 门 控 机 械 门 控 
came 《细胞 内 配 基 ) 
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图 11-21 离子 通道 的 门 控 
此 图 显示 了 开放 离子 通道 的 数 种 不 同 刺激 。 机 械 门 控 通道 常常 有 胞 质 伸展 装置 ， 将 通道 和 胞 质 骨架 
连 在 一 起 〈 图 中 未 显示 


14 章 所 讨论 的 ， 线 粒 体 的 大 部 分 膜 电势 产生 于 线粒体 内 膜 的 H 生 电 泵 。 在 植物 和 真菌 中 ， 
生 电 泵 同样 产生 大 部 分 跨 质 膜 电 势 。 然 而 ， 在 典型 的 动物 细胞 中 ， 被 动 离子 运动 对 跨 质 膜 电 
势 的 贡献 最 大 。 

前 面 解释 到 ，Na- -K* 泵 通过 保持 胞 内 Nat 的 低 浓度 来 帮助 维持 动物 细胞 膜 两 侧 的 渗透 
平衡 。 因 为 细胞 内 的 Na+ 很 少 ， 所 以 其 他 阳离子 必定 大 量 存在 于 此 ， 以 平衡 细胞 的 固定 阴 离 
子 〈 限 制 于 细胞 内 带 负 电 的 有 机 分 子 ) 所 携带 的 电荷 。 这 种 平衡 作用 主要 由 K* 来 执行 ，K* 
由 Na+-K+ 泵 主动 泵 人 细胞 ， 它 也 可 通过 质 膜 中 的 K* 漏电 通道 自由 进出 。 因 为 这 些 通道 的 存 
TE, Kt 差不多 达到 平衡 ， 由 吸引 K* 进入 细胞 的 过 量 负 电荷 所 施加 的 电动 力 平衡 了 K* 顺 着 
其 浓度 梯度 渗 漏 的 倾向 。 膜 电势 是 这 种 电动 力 的 表现 形式 ， 它 的 平衡 值 可 根据 K 浓度 梯度 
的 陡 度 进行 计算 。 以 下 论证 可 能 有 助 于 阐明 这 一 点 。 

假设 开始 时 没有 跨 质 膜 电压 梯度 〈 膜 电势 为 零 )， 但 是 细胞 内 的 K* 浓度 高 而 细胞 外 的 
K -浓度 低 。K- 在 其 浓度 梯度 的 驱动 下 ， 将 倾向 于 通过 K 漏电 通道 离开 细胞 。 随 着 K* 的 迁 
出 产生 了 一 种 未 被 平衡 的 负电 荷 ， 从 而 产生 一 个 电场 或 膜 电势 ， 这 将 有 助 于 对 抗 K+ 的 进 一 
步 外 流 。 当 膜 电势 达到 某 个 值 ， 对 KY 的 电 驱 动力 正好 平衡 了 它 的 浓度 梯度 的 影响 时 ， 即 当 
Kt 的 电化 学 梯度 为 零 时 ，K? 的 净 外 流 停止 。 尽 管 Cl 也 在 膜 两 侧 保持 平衡 ， 但 是 膜 电势 使 
这 些 离子 大 部 分 留 在 胞 外 ， 因 其 电荷 为 负 。 

这 一 平衡 条 件 〈 没 有 离子 跨 质 膜 的 净 流 动 ) 定义 了 这 种 理想 化 细胞 的 静 息 膜 电位 〈rest- 
ing membrane potential) 。 一 个 简单 而 非常 重要 的 公式 【能 斯 特 方程 (Nernst equation)] 定 
量 表达 这 种 平衡 条 件 ， 就 像 在 专题 11-2 中 所 解释 的 那样 ， 如 果 已 知 内 外 离子 浓度 的 比值 ， 那 
么 利用 该 方程 可 能 计算 出 理论 静 息 膜 电 位 。 然 而 ， 由 于 一 个 静 息 细胞 的 质 膜 并 不 只 是 能 使 
K AC 透 过 ， 所 以 真正 的 静 息 膜 电位 通常 并 不 是 正好 等 于 能 斯 特 方程 根据 K* 或 Cl 的 预 
测 值 。 
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专题 11-2 能 斯 特 方程 的 推导 


能 斯 特 方程 和 离子 流 

任何 离子 通过 膜 通道 蛋白 的 流动 都 是 由 该 离子 的 电化 学 梯度 来 驱动 的 。 这 一 梯度 代表 两 种 影响 的 综合 : 
电压 梯度 和 该 离子 的 跨 膜 浓 度 梯度 。 当 这 两 种 影响 彼此 正好 平衡 时 ， 该 离子 的 电化 学 梯度 为 零 ， 没 有 离 
子 通过 通道 的 净 流动 。 达 到 平衡 时 的 电压 梯度 〈 膜 电位 》 被 称 为 该 离子 的 平衡 电位 。 它 可 通过 下 面 推导 
的 方程 一 一 能 斯 特 方程 来 计算 。 


能 斯 特 方程 为 
RI Cy 
FEF “CG 
式 中 ，V 表示 平衡 电位 〈 胞 内 电位 减 去 胞 外 电位 )， 以 伏特 表示 ，C, 和 C 表示 分 别 为 离子 的 胞 外 浓度 和 


胞 内 浓度 ，R 表示 气体 常数 [2 cal/ Cmol + K]; T 表示 绝对 温度 (K); F 表示 法 拉 第 常数 [2.3 X 10 
cal/(V + moD]; z 表示 离子 的 价 〈 电 荷 ); ln 表示 底 e 的 对 数 。 


能 斯 特 方程 推导 如 下 : 

溶液 中 的 分 子 (溶质 ) 完全 是 由 于 分 
子 的 随机 运动 而 倾向 于 从 高 浓度 区 域 向 低 
浓度 区 域 移动 ， 并 最 终 达到 平衡 。 因 此 ， 
顺 浓度 梯度 的 移动 伴随 有 利 的 自由 能 变化 
《AG 一 0)， 而 逆 浓 度 梯 度 的 运动 则 伴随 不 利 
的 自由 能 变化 ‘AG 二 0) (自由 能 在 第 784 
页 的 专题 14-1 引信 并 加 以 讨论 .) 每 摩尔 溶 
质 跨 质 膜 移动 的 自由 能 变化 AGwm <0) 
等 于 一 RTInC,/C;。 如 果 溶质 是 离子 ， 跨 膜 
进入 一 个 细胞 ， 胞 内 相对 于 胞 外 的 电势 差 
为 V, 那么 将 会 引起 额外 的 自由 能 变化 
(每 摩尔 移动 的 溶质 ) AG = zFV。 当 浓 
度 梯度 和 电势 差 梯度 正好 达到 平衡 时 ， 
AG von FAGan = 0， 膜 两 侧 的 离子 分 布 达 到 


平衡 。 于 是 ， 
zFV — RT InC,/ 
因此 ， 
=RT n G_» 3RT), G 
va Brin 2H 2.3 Slog e 


对 于 单价 离子 ， 
2.3 RT 58mVv (20C 时 ) #1 61. 5mV (37C 时 )。 


于 是 ， 对 于 37°C 的 单价 离子 ,Cs/C = 10 时 ，V 
十 61.5mV, 而 Co/C.= 1 时 , V=0, 

例如 ，K- 的 平衡 电位 《Vk ) 为 61.5logo € [K ],/ 
[K+] mV (一 个 典型 细胞 为 一 89 mV， 其 中 [K* 
SmV, [K* ]i=140mV), FE Vkit, BA K 的 跨 膜 净 流动 。 
相似 的 ， 当 膜 电位 达到 61. Slogi ( [Na* ],/ [Na* ])， 即 
Nat 的 平衡 电位 (Vw) 时 ， 没 有 Na 的 净 流动 。 

对 于 任何 特殊 的 膜 电位 Vu， 将 特殊 类 型 能 够 的 离子 驱 
出 细胞 的 净 力 与 Vw 和 离子 的 平衡 电位 的 差 成 比例 ， 因 此 ， 
XK, 它 是 Vu 一 Vx; 对 Na+， 它 是 Vw 一 VN 。 

与 胞 内 的 离子 总 数 相 比 ， 在 膜 附近 形成 电荷 层 的 离子 
数目 是 很 少 的 。 例 如 ，6000 个 Nat 跨 过 lum 的 膜 ， 就 有 
足够 的 电荷 将 膜 电位 改变 约 100mV。 因 为 在 一 个 典型 细胞 
( 胞 质 体积 为 um!) 内 约 有 3X107 个 Na+ ， 所 以 这 种 电荷 
运动 对 跨 膜 离子 浓度 梯度 的 影响 通常 是 微不足道 的 。 


当 Na-K RIE, BRE ARR TE 


由 于 建立 膜 电 势 而 必须 跨 质 膜 迁移 的 离子 数目 很 少 。 因 此 ， 可 以 认为 膜 电 势 起 因 于 电荷 
的 运动 ， 这 种 电荷 运动 实际 上 并 不 影响 离子 浓度 ， 致 使 膜 两 侧 正 负 离子 数目 的 偏差 极 小 (图 
11-22)。 而 且 ， 电 荷 的 这 些 运动 通常 极其 迅速 ， 仅 耗费 几 毫秒 或 更 短 。 


在 一 个 真实 的 细胞 中 ， 如 果 Nat -K” 


泵 突然 失 活 ， 那 么 考虑 膜 电 势 将 会 出 现 何 种 情况 是 


具有 启发 意义 的 。 立 即 就 会 出 现 膜 电 势 的 轻微 下 降 。 这 是 因为 这 种 泵 是 一 种 生 电 泵 ， 当 处 于 
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精确 平 ; TEAR MAMA 
= 
膜 两 侧 电荷 精确 平衡 ， 膜 电位 - p 


11-22 RRA FR 
小 股 离子 流 所 携带 的 电荷 足以 引起 膜 电位 的 巨大 变化 。 产 生 膜 电位 的 离子 位 于 紧 靠 膜 表面 的 一 薄 层 
(<1 nm)， 通 过 对 膜 另 一 侧 带 相反 电荷 的 反 离子 的 电荷 吸引 力 而 得 以 维持 。 对 于 一 个 奥 型 的 细胞 而 
言 ， 每 平方 厘米 膜 上 1 微 库仑 电荷 从 膜 的 一 侧 转移 至 另 一 侧 大 约 使 膜 电位 改变 1V。 这 意味 着 ， 例 如 ， 
在 一 个 直径 为 Oum 的 球形 细胞 中 ， 将 膜 电位 改变 100mV 必须 流出 胞 外 的 K+ 数 目 约 仅 为 胞 质 溶胶 中 
K+ 总 数 的 1/100 000 


活性 状态 时 ， 它 通过 泵 入 2 个 K* 的 同时 泵 出 3 个 Na* 而 对 膜 电势 做 出 直接 的 微小 贡献 。 然 
而 ， 该 泵 的 关闭 不 会 消除 静 息 电位 的 主要 组 成 部 分 ， 因 为 静 息 电 位 主要 是 由 上 述 的 K* 平 稀 
机 制 产 生 的 。 只 要 胞 内 保持 低 Nat 浓度 和 高 K* 浓度 一 一 通常 为 许多 分 钟 ， 膜 电势 的 这 一 组 
成 部 分 就 会 持续 存在 。 但 是 质 膜 对 所 有 小 离子 ， 包 括 Na* ， 多 少 都 会 有 渗透 性 。 因 此 ， 如 果 
没有 Na+ -K+ 泵 ， 那 么 通过 和 泵 建立 起 来 的 离子 梯度 最 终 将 被 消耗 列 尽 ， 通 过 K* 漏电 通道 的 扩 
散 而 建立 起 来 的 膜 电势 也 将 下 降 。 随 着 Na 的 进入 ， 渗 透 平 衡 被 打破 ， 因 而 水 渗 人 细胞 OR 
699~700 页 的 专题 11-1)。 如 果 细 胞 不 破裂 ， 那 么 它 最 终 会 达到 一 个 新 的 静 息 状态 ， 此 时 膜 
两 侧 的 Na 、K* 和 CI 都 将 处 于 平衡 状态 。 这 种 状态 下 的 膜 电势 比 正常 细胞 中 Na* -K* RAE 
于 活动 状态 时 的 膜 电势 要 小 得 多 。 

动物 细胞 在 静 息 状 态 时 质 膜 两 侧 的 电势 差 根据 生物 体 和 细胞 类 型 的 不 同 在 一 20 一 
一 200mV 变 化 。 尽 管 K 梯度 总 是 对 这 一 电势 产生 主要 影响 ， 但 是 其 他 离子 的 梯度 〈 和 离子 
泵 的 失衡 效应 ) 也 有 重要 影响 ， 膜 对 给 定 离子 的 渗透 性 越 大 ， 用 于 驱动 该 离子 达到 平衡 值 的 
膜 电势 就 更 大 。 结 果 ， 膜 对 离子 的 渗透 性 的 变化 可 使 膜 电势 发 生 显著 变化 。 这 是 细胞 的 电 兴 
奋 性 与 离子 通道 的 活动 相关 联 的 主要 原理 之 一 。 

为 了 弄 清楚 离子 通道 怎样 选择 其 离子 以 及 它们 如 何 开 关 ， 我 们 必须 知道 它们 的 原子 结构 。 
第 一 个 被 结晶 用 于 X 射线 衍射 研究 的 离子 通道 是 细菌 的 K* 通道 。 它 的 结构 细节 彻底 改变 了 
我 们 对 离子 通道 的 理解 。 


细菌 K+ 通道 的 三 维 结构 证 明 离子 通道 如 何 起 作用 


离子 通道 将 巧妙 的 离子 选择 性 和 高 效 传递 结合 在 一 起 的 惊人 能 力 长 期 以 来 使 科学 家 迷惑 
不 解 。 例 如 ，K+ 漏电 通道 转 递 K+ 的 效率 是 Na* 的 10 000 倍 ， 而 这 两 种 离子 是 毫 无 特色 且 直 
径 相似 分别 为 0.133nm 和 0. 095nm) 的 球体 。K7 通道 的 孔 内 单个 氨基 酸 蔡 换 可 致使 它 声 
失 离子 选择 性 ， 并 造成 细胞 死亡 。 正 常 的 选择 性 不 能 用 孔道 大 小 来 解释 ， 因 为 Na 比 K* 小 。 
而 且 ， 高 效 传递 与 通道 具有 选择 性 的 高 亲和力 K 结合 位 点 不 相符 ， 因 为 K 与 这 类 位 点 的 结 
合 会 大 大 降低 其 传递 效率 。 

当 一 个 细菌 K 通道 通过 X 射线 衍射 晶体 分 析 法 而 被 测定 时 ， 这 一 谜团 才 得 以 解 开 。 该 
通道 由 4 个 完全 相同 的 跨 膜 亚 单位 组 成 ， 这 些 亚 单位 共同 形成 一 个 跨 膜 的 中 央 孔 道 〈 图 
11-23). 带 负电 的 氨基 酸 集中 在 孔道 的 胞 质 溶胶 侧 人 口 处 ， 一 般 认 为 ， 它 们 吸引 阳离子 ， 排 
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斥 阴 离子 ， 从 而 使 得 通道 具有 阳离子 选择 性 。 每 个 亚 单位 形成 2 个 跨 膜 螺旋 ， 并 向 膜 外 倾斜 ， 
共同 形成 一 个 圆锥 体 ， 朝 向 胞 外 的 一 端 宽阔 ，K+ 从 此 处 离开 通道 。 连 接 2 个 跨 膜 螺旋 的 多 肽 
链 形成 一 个 短 螺 旋 ， 即 孔 螺旋 (pore helixz) ， 和 一 个 关键 环 ， 伸 人 圆锥 体 的 宽阔 部 分 ， 形 成 
选择 性 滤 过 装置 。4 个 亚 单位 的 选择 性 环形 成 一 个 短小 的 刚性 狭窄 孔道 ， 其 多 肽 骨架 上 的 败 
基 氧 原子 沿 着 孔道 排列 。 因 为 所 有 已 知 K+ 通道 的 选择 性 环 都 具有 类 似 的 氨基 酸 序列 ， 所 以 
它们 很 可 能 形成 一 个 非常 相似 的 结构 。 晶 体 结构 显示 ， 在 选择 性 滤 过 装置 中 有 2 个 成 单行 排 
列 的 K* ， 相 隔 约 8A。 一 般 认为 ，2 个 离子 之 间 的 相互 排斥 帮助 它们 穿越 孔道 进入 细胞 外 液 。 


选择 性 让 过 装置 FAT a em 


\ 
孔道 


图 11-23 细菌 K* 通道 的 结构 
CA) 图 中 仅 显示 了 4 个 完全 相同 的 亚 单位 中 的 2 个 。 从 胞 质 溶胶 侧 看 孔道 打 开 ， 延伸 进入 膜 中 部 的 孔 腔 中 。 孔 腔 
通过 允许 K 保持 水 化 状态 而 便于 运输 ， 邮 使 它们 仅 是 部 分 跨 膜 。 狭 窜 的 选择 性 滤 过 装置 使 孔 腔 连通 胞 外 。 闭 基 气 
沿 着 选择 性 滤 过 装置 的 友 成 行 排列 ， 形 成 脱水 K* 的 瞬时 结合 位 点 。 和 孔道 中 K* 的 位 置 是 通过 将 通道 蛋白 的 结晶 浸泡 
在 含 移 离 子 的 溶液 中 而 确定 的 ， 饮 离子 有 更 高 的 电子 密度 ， 但 仅 略微 大 于 K+ ， 根 据 通道 中 K* 和 物 离子 的 衍射 图 的 
差异 ， 可 将 离子 的 位 置 计算 出 来 。2 个 K+ 位 于 选择 性 滤 过 装置 中 ， 第 三 个 离子 则 位 于 孔 腔 的 中 央 ， 并 通过 与 孔道 曙 
族 有 更 多 负电 荷 的 末端 发 生 电 相互 作用 而 被 稳定 。4 个 孔道 螺旋 的 未 端 精 确 地 指向 孔 腔 的 中 央 。 从 而 引导 K+ 进入 选 
择 性 滤 过 装置 ，(B) 由 于 连接 一 个 螺旋 的 邻近 转角 的 氢 键 (红色 ) 具有 极 性 ， 所 以 每 个 a 螺旋 都 有 一 个 沿 其 轴线 
的 电 偶 极 子 ， 并 携带 一 个 有 较 多 负电 荷 的 C 端 G ) 和 一 个 有 较 多 正 电荷 的 N 端 (3* ) [ (A) MEAD. A. Doyle 

et al. , Science 280; 69~77, 1998] 


选择 性 滤 过 装置 的 结构 解释 了 通道 巧妙 的 离子 选择 性 。 如 果 一 个 K+ 进入 滤 过 装置 ， 它 
必须 丢失 几乎 所 有 的 结合 水 分 子 ， 而 与 排列 于 选择 性 滤 过 装置 内 的 关 基 和 氧 相 互 作用 ， 这 些 阁 
基 和 氧 以 精确 的 距离 严格 间隔 开 ， 用 以 容纳 一 个 K* 。 相 反 ，Na RERA, By RAE 
氧 距 较 小 的 Na* 太 远 ， 因 而 不 能 补偿 与 (进入 时 所 必 和 需 的 ) 水 分 子 丢失 有 关 的 能 量 消耗 (图 
11-24)。 

细菌 K "通道 的 结构 研究 指出 这 些 通道 可 能 的 开关 方式 。 形 成 选择 性 滤 过 装置 的 环 是 刚 
性 的 ， 在 通道 开关 时 不 会 改变 其 构象 。 相 反 ， 当 通道 关闭 时 ， 沿 孔道 其 余部 分 排列 的 内 外 跨 
膜 螺 旋 发 生 重 排 ， 使 得 孔道 在 胞 质 溶胶 端 像 光 阑 一 样 收缩 (图 11-25)。 尽 管 孔道 不 会 完全 关 
闭 ， 但 是 存留 下 来 的 小 开口 被 朴 水 氨基 酸 侧 链 塞 满 ， 从 而 阻 断 离子 的 进入 。 

充分 利用 离子 通道 的 细胞 是 神经 元 。 在 讨论 它们 怎样 利用 之 前 ， 我 们 必须 换个 话题 ， 简 
要 回顾 一 下 一 个 典型 的 神经 元 是 被 怎样 组 织 起 来 的 。 
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图 11-24 K+ 通 道中 的 选择 性 滤 过 装置 的 K+ 选择 性 
该 图 显示 位 于 和 孔道 的 孔 腔 (A) 和 选择 性 滤 过 装置 (B) 中 的 K+ 和 Na+ 〈 横 切面 观 )。 在 孔 腔 
中 ， 离 子 与 水 结合 。 在 选择 性 滤 过 装置 中 ， 叱 基 氧 所 处 位 置 正好 容纳 一 个 脱水 的 K+ 。K+ 的 脱 
水 需要 能 量 ， 这 些 能 量 是 通过 离子 与 糙 基 氧 充当 水 分 子 的 代用 品 ) 的 相互 作用 而 复 得 的 能 基 
被 精确 平衡 的 。 因 为 Nat 太 小 而 不 能 与 氧 相 互 作用 ， 所 以 它 只 能 以 巨大 的 能 量 消耗 为 代价 而 进 


入 选择 性 滤 过 装置 。 因 此 ， 该 装置 对 K* 具有 高 度 特异 的 选择 性 GNH D. A. Doyle et al ， 
Science 280: 69~77, 1998) 


A 通道 中 离子 


Œ 11-25 门 控 细菌 K+ 通道 的 一 个 模型 
如 图 是 通道 的 横 切面 观 。 为 了 采用 闭合 构象 ， 沿 选择 性 滤 过 装置 的 胞 质 溶胶 侧 的 孔道 
《图 11-22) 排列 的 4 个 内 部 跨 膜 螺旋 发 生 重 排 ， 从 而 关闭 胞 质 溶胶 侧 通 往 通道 的 人 口 
(改编 自 EE Perozo et al. Science 285; 73~78, 1999) 


神经 细胞 的 功能 依赖 于 它 的 纵 长 结构 


神经 元 或 神经 细胞 (nerve cell) 的 基本 功能 是 接收 、 执 行 和 传递 信号 。 为 了 执行 这 些 功 
能 ， 神 经 元 常常 延伸 得 很 长 。 例 如 ， 人 的 单个 神经 细胞 从 背 散 延伸 至 足 部 肌肉 可 长 达 lIm。 每 
个 神经 元 都 由 一 个 含有 许多 细小 突起 的 细胞 体 〈 含 细胞 核 ) 组 成 ， 这 些 突起 呈 放 射 状 向 外 延 
伸 。 通 常 ， 一 根 长 的 轴 突 远离 细胞 体 朝 远 处 的 靶 执行 信号 ， 数 根 较 短 的 分 支 状 树 突 像 天 线 一 
样 自 细胞 体 延伸 ， 从 而 提供 更 大 的 表面 面积 ， 接 收 来 自 其 他 神经 细胞 的 轴 突 发 出 的 信号 (图 
11-26)。 细 胞 体 本 身 也 接收 信号 。 一 个 典型 的 轴 突 在 其 远 端 分 成 许多 分 支 ， 同 时 将 信号 传递 
给 许多 靶 细 胞 。 同 样 ， 树 突 的 分 支 程度 也 非常 大 一 一 在 某 些 情况 下 ， 单 个 神经 元 足以 接收 多 
达 100 000 个 输入 信和 号。 
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轴 突 (长 度 从 不 足 
1mm 到 超过 Im) 


细胞 休 Ax MARKAH 


图 11-26 —+RAM ED MRST 
箭头 标明 信号 传递 的 方向 。 单 个 神经 元 引导 信号 远离 细胞 体 ， 而 多 个 树 突 则 
接收 来 自 另 一 个 神经 元 轴 突 的 信号 。 神 经 末梢 终止 于 另 一 个 神经 元 的 树 突 或 
细胞 体 ， 或 者 男 一 细胞 类 型 ， 如 肌 细胞 或 腺 细胞 


尽管 不 同类 型 神经 元 所 携带 的 信号 有 各 种 不 同 的 含义 ,但 其 信号 的 形成 始终 是 相同 
的 ,包含 神经 元 质 膜 两 侧 的 跨 膜 电 势 的 改变 。 细 胞 的 一 部 分 所 产生 的 电 干 扰 传 递 至 细胞 
的 其 他 部 分 ， 因 而 产生 细胞 通讯 。 这 种 干扰 随 着 距 干扰 源 的 距离 的 增加 而 减弱 ， 除 非 能 
量 在 传递 的 同时 被 放大 。 这 种 减弱 在 短 距离 范围 内 是 不 重要 的 ; 实际 上 ,许多 小 神经 元 
被 动 的 传递 信号 ， 而 不 会 将 信号 放大 。 然 而 ， 对 于 长 距离 通讯 而 言 ， 被 动 传递 信号 是 不 
够 的 。 因 此 ， 较 大 的 神经 元 采用 主动 的 信号 传递 机 制 ， 这 是 它们 最 显著 的 特征 之 一 。 超 
过 某 一 阔 强 度 的 电 刺 激 会 引发 生物 电 活性 沿 着 神经 元 的 质 膜 迅 速 传 播 ， 同 时 ， 生 物 电 活 
性 自始至终 通过 自动 放大 得 以 维持 。 被 称 为 动作 电位 〈action potential) 或 神经 冲动 
(nerve impulse) 的 电 兴奋 的 行 波 能 将 一 种 信息 从 神经 元 的 一 端 传播 至 另 一 端 ， 速 度 高 达 
每 秒 100m 或 更 快 ， 而 信号 却 并 不 衰减 。 我 们 在 下 面 将 会 看 到 ， 动 作 电位 是 电压 门 控 阳 
离子 通道 的 特性 直接 造成 的 。 


电压 门 控 阳 离子 通道 在 电 兴 奋 细胞 中 产生 动作 电位 


所 有 电 兴 奋 细胞 〈 不 仅 神经 元 ， 而 且 还 有 肌肉 细胞 、 内 分 泌 细胞 和 卵细胞 ) 的 质 膜 都 含 
有 电压 门 控 阳离子 通道 (voltage-gated cation channel) ， 负 责 产生 动作 电位 。 动 作 电位 的 引发 
是 通过 质 膜 的 去 极 化 (depolarization) 即 通 过 将 膜 电位 降 至 更 负 〔 下 面 我 们 将 会 看 到 怎 
样 通过 神经 递 质 的 作用 引起 去 极 化 ) 。 在 神经 细胞 和 骨骼 肌 细胞 中 ， 引 起 充分 去 极 化 的 刺激 物 
使 电压 门 控 Na* 通道 (voltage-gated Na‘ channel) 开放 ， 人 允许 少量 Nat 顺 着 其 电化 学 梯度 进 
入 细胞 。 正 电荷 的 内 流 使 膜 进一步 去 极 化 ， 从 而 开放 更 多 的 Na* 通道 ， 允 许 更 多 的 Nat 进入 
细胞 ， 使 膜 更 进一步 去 极 化 。 这 一 过 程 以 自 放 大 的 方式 持续 进行 ， 直 到 膜 局 部 区 域 的 电位 在 
几 分 之 一 毫秒 内 从 静 息 值 〈 约 一 70mV) 迅速 升 至 接近 Na- 的 平衡 电位 〈 约 十 50mV) (专题 
11-2)。 此 时 ， 当 促使 Na* 流动 的 电化 学 净 驱 动力 几乎 为 零 时 ， 如 果 通 道 的 开放 构象 是 稳定 
AY. 那么 细胞 将 会 达到 一 个 新 的 静 息 状态 ， 并 伴随 着 所 有 Na 通道 的 持久 开放 。 细 胞 通过 协 
同 作用 的 2 种 机 制 从 这 种 持久 的 电 痉挛 中 存活 下 来 :Na 通道 的 失 活 和 电压 门 控 K+ 通道 
的 开放 。 
Nat 通道 存在 一 种 自动 失 活 机 制 ， 即 使 膜 仍 被 去 极 化 ， 也 能 使 通道 快速 重 关闭 。Na+ 通 
道 保持 这 种 失 活 状态 ,不 能 重 开放 ， 直 到 膜 电位 回复 至 起 始 的 负 值 之 后 数秒 。 因 此 ，Na* 通 
道 能 以 3 种 不 同 状态 存在 一 一 关闭 、 开 放 和 失 活 。 图 11-27 显示 它们 如 何 促成 动作 电位 的 
升降 。 
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图 11-27 一 个 动作 电位 
CA) 动作 电位 由 一 个 短暂 的 电流 脉冲 触发 。(B) 使 膜 部 分 去 极 化 ， 如 动作 单位 对 时 间 的 作 
图 所 示 。 绿 色 曲 线 表示 ， 如 果 膜 中 没有 电压 门 控 离子 通道 ， 膜 电位 在 最 初 的 去 极 化 刺激 之 后 
怎样 恢复 : 膜 电位 相对 缓慢 地 回复 至 其 一 70mV 的 初始 值 (没有 开放 的 Na* 通道 》 是 因为 
K* 通 过 K* 通道 外 流 ， 该 通道 为 响应 膜 的 去 极 化 而 开放 ， 并 驱动 膜 朝 向 K- 平衡 电位 回复 。 
红色 曲线 表示 ， 电 压 门 控 Ne 通道 的 开放 及 随后 的 失 活 所 触发 的 动作 电位 的 过 程 ， 该 通道 
的 状态 如 图 中 〈C) 所 示 。 直 到 Na 通道 返回 其 闭合 构象 ， 膜 才能 触发 第 二 个 动作 电位 ， 直 

到 此 时 ， 膜 才 对 刺激 发 生 反应 


刚才 就 动作 电位 的 描述 仅 涉及 一 小 块 质 膜 。 然 而 ， 这 小 块 质 膜 的 自 放 大 去 极 化 足以 使 质 
膜 的 邻近 区 域 去 极 化 ， 然 后 这 些 邻 近 区 域 经 历 相同 的 循环 。 如 图 11-28 所 示 ， 动 作 电位 通过 
这 种 方式 从 去 极 化 的 起 始 位 点 以 行 波形 式 进 行 传播 ， 从 而 波及 整个 质 膜 。 

在 大 多 数 神经 细胞 中 ， 电 压 门 控 K+ 通 道 提供 了 第 2 种 机 制 ， 有 助 于 使 活化 的 质 膜 更 快 回 
复 至 起 始 负电 位 ， 准 备 传递 第 2 次 冲动 。 这 些 通道 开放 的 结果 是 ，Na- 的 瞬时 内 流 被 K' 的 外 
流 迅速 覆盖 ， 使 膜 甚至 在 Na 通道 完全 失 活 之 前 很 快 回复 至 K* 的 平衡 电位 。 这 些 K* 通道 对 
膜 电位 变化 的 应 答 方式 与 Na* 通道 几乎 相同 ， 仅 在 动力 学 上 稍 慢 。 由 于 这 一 原因 ， 有 时 称 它 
们 为 延迟 K' 通 道 (delayed K* channel), 

与 Na' 通道 类 似 ， 电 压 门 控 K 通道 可 失 活 。 电 压 门 控 K* 通道 突变 体 研究 显示 ， 通 道 蛋 
É N 端的 20 个 氨基 酸 对 通道 的 快速 失 活 是 必需 的 。 如 果 将 该 区 域 突变 ， 那 么 通道 失 活 的 动 
力学 就 会 发 生 改 变 ， 如 果 将 该 区 域 完全 去 掉 ， 那 么 通道 也 就 不 会 失 活 。 令 人 惊异 的 是 ， 在 后 
一 种 情况 下 ， 如 果 将 质 膜 的 胞 质 面 暴 露 于 与 丢失 的 氨基 末端 一 致 的 合成 小 肽 ， 那 么 可 以 恢复 
失 活 。 这 些 发 现 暗示 ， 每 个 K* 通道 亚 单位 的 氨基 末端 的 作用 就 像 一 个 球 ， 在 孔道 开放 后 不 
久 即 封闭 其 胞 质 端 ， 从 而 使 通道 失 活 (图 11-29)。 电 压 门 控 Na*+ 通道 的 快速 失 活 也 有 类 似 的 
机 制 〈 将 在 后 面 讨论 )， 尽 管 似乎 牵涉 到 该 蛋白 质 的 不 同 片段 。 

动作 电位 的 电化 学 机 制 最 初 是 通过 20 世纪 40 年 代 和 50 年 代 进行 的 一 系列 著名 实验 而 被 
建立 起 来 的 。 因 为 当时 研究 小 细胞 中 的 电 事件 的 技术 尚未 建立 ， 所 以 这 些 实验 利用 了 乌贼 的 
巨大 神经 元 。 尽 管 自 那 时 起 在 技术 方面 取得 了 许多 进展 ,但 是 最 初 应 用 的 逻辑 分 析 法 作为 现 
今 研究 工作 的 模型 而 被 继续 应 用 。 专 题 11-3 概括 了 最 初 的 一 些 关 键 实验 。 
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A) 传导 


0 1 2 3 
时 间 (毫秒 ) 


传导 


Na* 通道 关闭 失 活 的 开 关闭 


瞬时 情况 斑 1 毫秒 
传导 


Nat 通道 关闭 失 活 开 关闭 


图 11-28 动作 电位 沿 轴 突 的 传播 
CA) 置 于 轴 突 之 间 的 一 组 胞 内 电极 所 记录 的 电压 。(B) Na 通道 和 电流 〈 橙 色 箭头 ) 的 变化 引起 膜 电位 的 传播 障 
碍 。 膜 被 去 极 化 的 轴 突 区 域 显示 为 蓝 色 底 纹 .。 注意， 动作 电位 只 能 从 去 极 化 位 点 向 远 处 传播 ， 因 为 Na+ 通道 的 失 活 
阻止 去 极 化 向 后 传播 (图 11-30)。 在 有 髓 鞘 的 轴 突 上 ，Na” 通道 能 彼此 相距 数 毫米 
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Bett 


膜 的 去 极 化 


NH, 


图 11-29 电压 门 控 K+ 通 道 快 速 失 活 的 “ 球 - 链 ” 模 型 
当 膜 电位 去 极 化 时 ， 通 道 开放 ， 并 开始 传送 离子 ， 如 果 维 持 去 极 化 状态 ， 开 放 的 通道 就 会 采取 一 种 失 活 构象 
此 时 孔道 就 会 被 N 端的 20 个 氨基 酸 “ 球 ”占据 ， 这 个 氨基 酸 “ 球 ”通过 一 段 起 “ 链 ” 作 用 的 未 折 酸 多肽 链 与 
合适 的 通道 相连 。 为 简单 起 见 ， 图 中 仅 显示 2 个 球 ， 实际 上 有 4 个 球 ， 每 个 亚 单位 形成 一 个 .一般 认为 ， 一 种 
利用 不 同 的 多 肽 链 片段 的 类 似 机 制 在 Na* 通道 的 失 活 中 起 作用 。 内 部 力量 使 每 种 状态 在 对 抗 微小 紊乱 中 稳定 下 
来 ， 但 是 与 其 他 分 子 发 生 十 分 强烈 的 碰撞 也 能 使 通道 从 这 些 状态 中 的 一 种 转换 到 另 一 种 。 最 低能 量 状态 取决 于 
膜 电位 ， 因 为 不 同 的 构象 有 不 同 的 电荷 分 布 。 当 膜 处 于 静 息 状态 时 (高 度 极 化 )， 闭 合 构象 的 自由 能 最 低 ， 因 
而 最 稳定 ， 当 膜 被 去 极 化 时 ， 开 放 构 象 的 能 量 较 低 ， 因 此 通道 开放 的 可 能 性 很 大 。 但 是 失 活 状态 的 自由 能 仍然 
较 低 ， 在 开放 状态 的 随机 可 变 期 之 后 ， 通 道 被 失 活 。 因此， 开放 构 象 符合 仅 能 瞬时 存在 的 相对 稳定 状态 。 红 色 
箭头 表示 突然 去 极 化 之 后 相继 发 生 的 事件 黑色 箭头 表示 腹 被 再 极 化 后 恢复 至 作为 最 低能 量 状态 的 最 初 构象 


专题 11-3 用 乌贼 巨 轴 突 所 做 的 一 些 经 典 实验 


1. 动作 电位 是 用 胞 内 电极 记录 的 

乌贼 巨 轴 突 的 直径 为 0.5 一 Imm， 长 为 数 厘米 
电极 的 形状 是 一 根 含有 导电 深 液 的 玻璃 毛细 管 
能 沿 着 轴 突 的 轴线 刺 人 ， 以 便 其 尖端 能 深入 胞 
质 。 在 胞 内 电极 的 帮助 下 ， 当 动作 电位 经 过 电 
极 时 ， 人 们 能 测量 轴 突 内 外 的 电位 差 ， 即 膜 电 
位 。 动 作 电 位 由 作用 于 轴 突 一 端的 短暂 电 刺激 
触发 。 作 用 于 哪 一 端 并 不 重要 ， 因 为 兴奋 能 向 
两 个 方向 的 任 一 一 个 方向 传递 ;刺激 有 多 大 也 
不 重要 ， 只 要 它 能 超过 特定 的 域 值 : 动作 电位 
是 全 或 无 的 。 
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2. 动作 电位 仅 依赖 于 神经 元 质 膜 和 跨 膜 的 Na* 和 KH 
梯度 

轴 突 内 外 含量 最 丰富 的 3 种 离子 是 Na* K, 
Cl。 如 在 其 他 细胞 中 一 样 ，Na* -K- 泵 维持 浓度 梯度 : 
轴 突 内 的 Na” 浓度 约 比 轴 突 外 低 9 倍 ， 而 轴 突 内 的 K* 
浓度 约 比 轴 突 外 高 20 倍 。 对 动作 电位 而 言 ， 哪 种 离子 
重要 呢 ? 

乌贼 巨 轴 突 非常 巨大 、 粗 壮 ， 以 致 像 挤 牙 膏 一 样 
从 轴 突 除去 胞 质 是 可 能 的 ， 然 后 用 Na- KHA C 或 
SOF 的 纯净 人 工 溶液 从 内 部 灌 洗 轴 突 。 显 然 ， 如 果 


轴 突 内 外 的 Nar 和 K 浓度 接近 生理 状况 ， 轴 突 
仍 将 传播 正常 形式 的 动作 电位 。 因 此 ， 细 胞 进 
行 电信 号 传导 的 重要 部 分 必定 是 质 膜 ， 重要 的 
离子 是 Na* 和 K* ;触发 动作 电位 的 充足 的 自由 
能 来 源 必定 是 由 跨 膜 浓度 梯度 来 提供 ， 因 为 其 
他 所 有 来 源 的 代谢 能 可 能 都 已 经 通过 灌流 而 被 
除去 。 
灌 洗 液 灌 洗 液 流 


xl > 


=e EARM 


(或 只 要 ) 


灌流 用 的 插 管 巨 轴 突 


3. 在 静 息 状态 时 ， 膜 主要 对 K* 有 渗透 性 ;在 动作 
电位 期 间 ， 它 暂时 对 Na* 有 渗透 性 

在 静 息 状态 时 ， 膜 电位 接近 K 的 平衡 电位 。 
当 胞 外 K* 浓度 发 生 改变 时 ， 静 息 电位 的 变化 大 致 
与 能 斯 特 方程 对 K* 的 计算 结果 一 致 (专题 11-2). 
因此 ， 在 静 息 状态 时 ， 膜 主要 对 K+ 有 渗透 性 ， 
K 漏电 通道 提供 了 一 条 通过 膜 的 主要 离子 通道 。 

如 果 胞 外 的 Na” 浓度 发 生 改变 ， 那 么 对 静 息 
电位 将 不 会 有 影响 。 然 而 ， 动 作 电 位 峰值 高 度 的 
变化 大 致 与 能 斯 特 方程 对 Na- 的 计算 结果 一 致 . 
因此 ， 在 动作 电位 期 间 ， 膜 似乎 主要 对 Na* 有 渗 
SAME, Na 通道 开放 。 动 作 电位 之 后 ， 膜 电位 回复 


至 依赖 于 胞 外 K* 浓度 的 负 值 ， 甚 至 比 静 息 电 位 更 
接近 K 的 平衡 电位 ， 膜 失去 了 对 Na 的 大 部 分 渗 
透 性 ， 对 K* 的 渗透 性 比 以 前 大 得 多 ， 即 Nat 通道 
关闭 ， 额 外 的 K* 通道 开放 。 
4 和 100% 当 胞 外 介质 中 
含有 正常 Nar 
浓度 的 100%、 
50% 或 33% 时 
形成 的 动作 电 
ms 位 。 
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4. 电压 钳 制 技术 揭示 膜 电位 怎样 控制 离子 通道 的 
开 和 关 

在 用 另 一 个 胞 内 电极 监测 膜 电 位 时 ， 通 过 使 
适当 的 电流 流 经 一 根 沿 轴 突 的 轴 插 人 的 裸露 金属 
丝 ， 可 使 膜 电位 在 整个 轴 罕 维 持 恒定 〈 电 压 钳 
制 )。 当 膜 突然 从 静 息 电位 转换 并 保持 在 去 极 化 状 
态 时 CA), Na 通道 迅速 开放 ， 直 到 膜 对 Nar 的 
渗透 性 远 远大 于 对 K 的 渗透 性 ;然后 又 同时 关 
闭 ， 即 使 膜 电 位 被 钳制 且 不 发 生变 化 。K” 通道 也 
开放 ， 但 会 有 滞后 ， 结 果 K 的 渗透 性 上 升 ， 而 
Na” 的 渗透 性 下 降 〈B)。 如 果 此 时 通过 将 使 膜 迅 
速 回复 至 静 息 电 位 ， 然 后 再 次 使 膜 快速 去 极 化 而 
非常 迅速 的 重复 这 些 实验 ,那么 反应 是 不 同 的 : 
持久 去 极 化 使 Na* 通道 进入 去 极 化 状态 ， 结 果 第 


二 次 去 极 化 不 能 引起 与 第 一 次 类 似 的 膜 电位 的 升降 。 
从 这 种 状态 恢复 需要 相当 长 的 时 间 ( 约 10m) 用 于 重 
建 再 极 化 〈 静 息 ) 膜 电位 。 

在 一 个 不 受 钳制 的 正常 轴 突 中 ，Na* 通过 开放 的 
Na 通道 渗入 轴 突 会 产生 动作 电位 峰 ，Na+ 通道 的 失 
活 和 K* 通 道 的 开放 使 膜 快速 回复 至 静 息 电位 。 
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IBLE LEERE (multiple sclerosis). ReHIHEMLTEA TRAE ADM HE. CER AP 
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慢 ， 常 常 产生 破坏 性 的 神经 学 后 果 。 

髓 辅 由 被 称 为 神经 胶 质 细胞 (glial cell) 的 专门 支持 细胞 形成 。 施 旺 细胞 (Schwann 
cell) 在 外 周 神经 的 轴 突 形成 髓 冰 ， 而 少 突 神经 胶 质 细胞 (oligodendrocyte) 则 在 中 枢 神经 系 
统 中 发 挥 相同 作用 。 这 些 神经 胶 质 细胞 以 紧密 螺旋 形式 围绕 轴 突 一 层 一 层 地 包 庄 自身 质 膜 
(图 11-30) ， 从 而 绝缘 轴 突 膜 ， 以 至 几乎 没有 电流 渗 漏 跨 膜 。 这 种 苗 鞘 在 间隔 规则 的 郎 飞 结 
(node of Ranvier) 处 被 中 断 ， 此 处 几乎 集中 了 轴 突 中 所 有 的 Na' 通道 。 因 为 轴 突 膜 被 包 盖 的 
部 分 有 极 好 的 电缆 特性 〈 换 句 话说 ， 它 们 的 电 行 为 很 像 精心 设计 的 水 底 电报 电缆 )， 所 以 膜 在 
一 个 郎 飞 结 处 的 去 极 化 几乎 立即 被 动 传 至 另 一 个 郎 飞 结 。 因 此 ， 动 作 电 位 沿 着 有 笛 鞘 的 轴 突 
从 一 个 郎 飞 结 迅速 传播 至 另 一 个 郎 飞 结 ， 这 一 过 程 被 称 为 跳跃 传导 〈saltatory conduction) 。 
这 种 类 型 的 传导 主要 有 两 个 优势 : 动作 电位 传播 更 快 ， 且 节省 代谢 能 ， 因 为 有 效 兴 奋 局 限于 
郎 飞 结 处 轴 突 质 膜 的 小 区 域 。 
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(A) 


(B) 


图 11-30 MAER 
CA) 一 条 来 自 外 周 神 经 的 有 匡 精 包 图 的 轴 突 。 每 个 许 旺 细 胞 将 其 质 腊 以 同心 园 的 形式 围绕 轴 突 ， 形 成 一 段 长 约 
lmm 的 条 畏 。 为 简洁 起 见 ， 图 中 没有 将 般 精 层 显示 成 像 在 真实 状态 下 一 样 紧密 地 结合 在 一 起 [图 B]. (B 来 
自 一 只 年 轻 大 鼠 腿 部 的 一 条 神经 的 电子 显 微 照 片 。 图 中 可 见 到 两 个 许 旺 细胞 靠近 底部 的 一 个 细胞 正 开始 在 其 轴 
突 形 成 笨 销 ;上面 的 一 个 细胞 已 经 形成 了 一 层 近 插 成 熟 的 香精 [(B) 摘自 Cedric S. Raine, in Myelin (P. Morell, 
ed ). New York; Plenum, 1976] 


pe 


膜 片 钳 记录 表明 单个 门 通道 是 以 全 或 无 的 形式 开放 


神经 元 和 骨骼 肌 细 胞 的 质 膜 含有 数 千 个 电压 门 控 Na+ 通道 ， 跨 膜 电 流 是 流 经 所 有 这 些 通 
道 的 电流 的 全 加 。 这 种 总 电流 可 用 胞 内 微 电 极 记录 ， 如 图 11-28 所 示 。 不 过 ， 记 录 流 经 单个 
通道 的 电流 显然 也 是 可 能 的 。 这 可 通过 膜 片 钳 记 录 的 方式 而 获得 ， 这 是 改革 离子 通道 研究 的 
一 种 方法 ， 它 允许 研究 人 员 检 测 通 过 在 覆盖 微量 吸管 嘴 的 一 小 片 膜 中 的 单 分 子 通道 蛋白 的 运 
输 情况 (图 11-31)。 有 了 这 种 简单 而 有 力 的 技术 ， 就 可 以 在 所 有 类 型 的 细胞 中 研究 离子 通道 
的 详细 性 质 。 这 项 工作 发 现 ， 即 使 没有 电 兴 奋 性 的 细胞 ， 通 常 在 其 质 膜 中 也 有 许多 门 控 离子 
通道 。 这 些 细胞 中 的 许多 细胞 ， 包 括 酵母 ， 因 太 小 而 不 能 通过 传统 的 生理 学 家 用 胞 内 微 电 极 
刺 穿 的 方法 来 研究 。 
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图 11-31 膜 片 钳 记 录 技术 
由 于 微量 吸管 和 膜 之 间 被 极其 紧密 的 密封 在 一 起 ， 所 以 电流 仅 通过 流 经 驯 普 其 项 端的 一 小 片 膜 中 
的 通道 就 能 进入 或 离开 微量 吸管 。 使 用 术语 “ 钳 ” 是 因为 在 记录 经 过 各 个 通道 的 离子 电流 时 ， 将 
膜 电位 维持 或 “ 钳 ” 在 一 个 设 定 值 要 用 到 一 种 电子 装置 。 通 过 这 些 通道 的 电流 可 被 记录 下 来 ， 屠 
一 小 片 膜 仍然 附着 在 细胞 的 其 他 部 位 ， 如 〈A) 所 示 ， 或 者 脱落 ， 如 B 所 示 。 这 一 小 片 膜 脱落 
的 优点 是 ， 易 于 改变 腊 两 侧 的 溶质 成 分 ， 以 便 检 测 各 种 不 同 溶质 对 通道 行为 的 影响 .。 膜 也 可 以 相 
反 的 方向 脱落 ， 结 果 膜 的 胞 质 面 朝向 吸管 的 内 侧 


膜 片 钳 记 录 表 明 ， 各 个 电压 门 控 Na* 通道 以 全 或 无 的 形式 开放 。 通 道 开 闭 次 数 是 随机 
的 ， 但 是 ， 通 道 在 开放 时 总 是 有 相同 的 大 传导 率 ， 每 毫秒 允许 超过 1000 个 离子 通过 。 因 此 ， 
一 个 完整 细胞 的 跨 膜 总 电流 所 表示 的 不 是 一 个 典型 通道 开放 的 程度 ， 而 是 在 任 一 时 刻 该 细胞 
的 膜 上 通道 开放 的 总 数 〈 图 11-32) 。 

电压 门 控 现象 可 以 用 简单 的 物理 学 原理 来 理解 。 静 息 神经 元 或 肌肉 细胞 内 部 的 电势 比 外 
部 介质 更 低 约 50 一 100mV。 尽 管 这 种 电势 差异 似乎 很 小 ， 但 是 它 所 跨 的 质 膜 厚 度 仅仅 为 大 约 
5 nm， 结 果 ， 由 此 而 产生 的 电压 梯度 约 为 100 000V/cm。 膜 上 的 蛋白 质 因 而 处 于 一 个 很 强 的 
电场 中 。 像 所 有 其 他 的 蛋白 质 一 样 ， 这 些 蛋 白质 有 许多 电荷 基 团 ， 并 在 它们 的 各 种 不 同 原子 
之 间 存 在 许多 极 性 键 。 因 此 这 一 电场 将 力 强加 于 分 子 结构 上 。 对 许多 膜 蛋白 而 言 ， 膜 电场 变 
化 的 影响 很 可 能 无 关 轻 重 的 ， 但 是 电压 门 控 离 子 通道 能 采取 其 稳定 性 依赖 于 电场 强度 的 许多 
选择 性 构象 。 例 如 ， 电 压 门 控 Na+ 、K* 和 Ca?* 通道 在 其 中 一 个 跨 膜 片段 上 存在 特征 性 的 正 
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~ aA 如 图 11-31 所 示 ， 从 胚胎 大 鼠 的 肌肉 细胞 分 离 一 片 极 
meg -90 SD LE. CAD 突然 改变 电位 使 膜 去 极 化 。(B) 用 同 
(mv) 一 片 膜 所 作 的 3 个 实验 的 3 条 电流 记录 - (BD 中 每 个 
® 主要 的 电流 阶 跃 代表 单个 通道 的 开放 和 闭合 。 比较 3 
F A rete 条 记录 的 结果 显示 ， 尽 管 通道 开放 和 关闭 的 持续 时 间 
变化 很 大 ， 但 是 经 过 一 个 开放 通道 的 电流 的 比率 实际 
‘Bes 1 上 是 恒定 的 。 电 流 记录 的 微小 波动 主要 来 自 记录 仪器 
0 
1 


M eee 的 电 唆 声 -电流 的 测 基 结 果 以 皮 安 (pA) 表示 。 (O 
同一 实验 重复 测量 电流 144 次 的 总 和 。 这 一 整合 电流 


© 相当 于 平常 所 见 的 Na 电流 流 经 含有 144 个 通道 的 一 


0 个 相对 较 大 区 域 。 (B) 和 (O 之 间 的 比较 显示 ， 整 

合 电流 的 时 程 反映 任何 一 个 通道 将 处 于 开放 状态 的 可 

ane 能 性 ， 当 去 极 化 膜 中 的 通道 采取 失 活 构象 时 ， 这 种 可 
能 性 随 者 时 间 的 推移 而 降低 数据 摘自 Patlak and 


R. Horn, J. Gen, Physiol. 79; 333~351, 1982, © 
‘The Rockefeller University Press) 


电荷 氨基 酸 ， 通 过 向 外 移动 而 对 去 极 化 作出 反应 ， 引 发 使 通道 开放 的 构象 变化 。 如 果 环 境 的 
随机 热 运 动 使 其 充分 颠 艇 ， 那 么 每 种 构象 都 能 “翻转 ”至 另 一 种 构象 ， 并 且 关 闭 、 开 放 和 失 
活 构 象 对 抗 翻转 的 相对 稳定 性 因 膜 电位 的 变化 而 被 改变 (图 11-29)。 


电压 门 控 阳 离子 通道 在 进化 上 和 结构 上 是 相关 的 


Na’ 通道 并 不 是 唯一 一 种 能 产生 动作 电位 的 电压 门 控 阳 离子 通道 。 例 如 ， 在 一 些 肌 肉 细 
胞 、 卵 细胞 和 内 分 泌 细 胞 中 的 动作 电位 依赖 于 电压 门 控 Ca 通道 而 不 是 Na 通道。 而且 ， 在 
一 些 没有 正常 电 活性 的 细胞 类 型 中 还 发 现 了 功能 未 知 的 电压 门 控 Na* 、K -或 Ca 通道。 

这 3 类 通道 都 有 大 量 的 结构 和 功能 多 样 性 ， 它 们 是 由 多 基因 和 来 自 相同 基因 产生 的 RNA 
转录 本 的 选择 性 剪接 产生 。 但是， 已 知 的 电压 门 控 Na' K'A Ca 通道 的 氨基 酸 序 列 显示 
惊人 的 相似 性 。 暗 示 它 们 都 属于 一 个 在 进化 和 结构 上 相关 联 的 蛋白 质 大 家 族 ， 它 们 的 许多 设 
计 原 则 都 是 相同 的 。 单 细胞 的 酿酒 酵母 含有 编码 电压 门 控 K 通道 的 单个 基因 ， 然而， 秀丽 
线虫 的 基因 组 却 含有 编码 不 同 而 相关 的 K* 通道 的 68 个 基因 。 这 种 复杂 性 表明 ， 甚 至 一 个 仅 
由 302 个 神经 元 组 成 的 简单 神经 系统 也 利用 大 量 不 同 的 离子 通道 来 做 出 应 答 。 

当 人 遗传 有 编码 离子 通道 蛋白 的 突变 基因 时 ， 可 能 会 患 许多 种 神经 疾病 、 肌 肉 疾病 、 脑 
疾病 或 心脏 病 ， 这 取决 于 该 基因 的 表达 部 位 。 例 如 ， 在 骨骼 肌 细胞 中 ， 编 码 电压 门 控 Na'i 
道 的 基因 的 突变 可 引起 肌 强直 (myotonia)， 这 种 病理 状况 是 随意 伸缩 后 的 肌肉 松弛 大 大 延 
迟 ， 从 而 引起 痛苦 的 肌肉 痉 牵 。 在 一 些 情况 下 ， 这 是 因为 异常 通道 不 能 正常 失 活 ， 结果， 
Na! 在 动作 电位 结束 后 仍 持续 进入 胞 内 ， 反 复 地 再 引发 膜 的 去 极 化 和 肌肉 收缩 。 与 此 类 似 ， 
影响 脑 中 Na' 通道 或 K * 通道 的 突变 能 引起 瘾 病 〈epilepsy)， 许 多 组 神经 细胞 的 同步 过 度 触 
RAFTER TE ( 痪 六 或 发 作 ) 。 


递 质 门 控 离子 通道 在 化 学 突 触 处 将 化 学 信号 转换 成 电信 号 

神经 信号 在 称 为 突 触 〔synapse) 的 特 化 接触 位 点 从 一 个 细胞 传递 给 另 一 个 细胞 。 通 常 的 
传递 机 制 是 间接 的 。 细 胞 彼此 之 间 是 电 隔离 的 ， 突 触 前 细胞 presynaptic cell) 通过 一 条 狭窄 
的 突 触 裂 阴 synaptic cleft) 与 突 触 后 细胞 postsynaptic cell) 隔离 。 突 触 前 细胞 的 电势 变 
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化 引发 细胞 释放 被 称 为 神经 递 质 (neurotransmitter) 的 信号 小 分 子 ， 这 种 小 分 子 被 储藏 在 膜 
包围 的 突 触 泡 中 ， 并 通过 胞 叶 作 用 被 释放 。 神 经 递 质 横 跨 突 触 裂隙 快速 扩散 ， 并 通过 与 递 质 
门 控 离 子 通道 Ctransmitter-gated ion channel) 结合 而 在 突 触 后 细胞 中 引起 电 变 化 (图 
11-33)。 神 经 递 质 在 分 泌 后 即 被 迅速 除去 : 它 或 者 被 突 触 裂 隙 中 的 特殊 酶 破坏 ， 或 者 被 释放 
它 的 神经 末端 或 周围 的 神经 胶 质 细胞 吸收 。 重 吸收 是 通过 许多 种 Na 依赖 型 的 神经 递 质 载体 
蛋白 介 导 的 ; 神经 递 质 通 过 这 种 方式 再 循环 ， 从 而 允许 细胞 跟 上 高 释放 速率 。 快 速 去 除 保证 
突 触 处 信号 转 导 在 空间 和 时 间 上 的 精确 性 。 它 降低 了 神经 递 质 影响 邻近 细胞 的 可 能 性 ， 并 在 
下 一 个 神经 递 质 脉冲 被 释放 之 前 政 通 突 触 黎 阶 ， 以 便 使 重复 、 快 速 的 信号 传导 事件 的 时 限 能 
准确 地 传达 给 突 触 后 细胞 。 我 们 将 会 看 到 ， 通 过 这 类 化 学 突 触 (chemical synapse) 的 信号 传 
导 的 通用 性 和 适应 性 比 通 过 电 突 触 〈electrical synapse) 讨论 见 第 19 章 ) 处 间 阶 连接 的 直接 
电 艳 联 要 大 得 多 ， 神 经 元 也 利用 这 种 电 突 触 ， 但 其 范围 要 小 得 多 。 


突 触 前 细胞 的 神经 末梢 
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图 11-33 一 个 化 学 突 触 
当 动作 电位 到 达 一 个 突 触 前 细 胞 的 神经 未 梢 时 ， 它 刺激 未 梢 释放 神经 递 质 。 神 经 递 质 分 
对 被 包含 在 突 触 泡 中 ， 并 且 当 突 触 泡 与 神经 末梢 的 质 膜 融合 时 ， 被 释放 至 胞 外 ,释放 的 
神经 递 质 与 递 质 门 控 离 子 通道 结合 并 使 之 开放 ， 这 些 通道 集中 于 突 触 处 的 突 触 后 杷 细胞 
的 质 膜 中 。 册 此 产生 的 离子 流 改 变革 细胞 的 腊 电 位 ， 从 而 传递 受 激 神 经 发 出 的 信号 


递 质 门 控 离子 通道 专门 用 于 将 胞 外 化 学 信号 在 化 学 突 触 处 快速 转换 成 电信 号 。 这 些 通道 
集中 于 突 触 区 域内 突 触 后 细胞 的 质 膜 上 ， 因 应 答 神经 递 质 分子 的 结合 而 瞬时 开放 ， 从 而 在 膜 
中 产生 短暂 的 渗透 性 改变 (图 11-33)。 与 负责 产生 动作 电位 的 电压 门 控 通道 不 同 ， 递 质 门 控 
通道 对 膜 电势 相对 不 敏感 ， 因 此 其 本 身 不 能 产生 自 放 大 兴奋 。 相 反 ， 它 们 使 局 部 渗透 性 发 生 
改变 ， 因 而 使 膜 电势 发 生 改 变 ， 这 些 改 变 根据 神经 递 质 在 突 触 处 的 释放 量 和 持续 时 间 的 长 短 
进行 分 级 。 只 有 当局 部 膜 电位 增加 至 足以 使 附近 足够 量 的 电压 门 控 阳离子 通道 〈 存 在 于 相同 
靶 细 胞 膜 上 〉 开放 ， 才 可 自 这 一 位 点 引发 动作 电位 。 


化 学 突 触 可 以 是 兴奋 型 的 或 是 抑制 性 的 


递 质 门 控 离子 通道 在 几 个 重要 方面 彼此 不 同 。 首 先 ， 作 为 受 体 ， 它 们 有 与 突 触 前 神经 未 
梢 释放 的 神经 递 质 高 度 选择 性 结合 的 位 点 。 第 二 ， 它 们 对 其 允许 跨 质 膜 通过 的 离子 类 型 具有 
选择 性 ;这 决定 了 突 触 后 应 答 的 性 质 。 兴 奋 型 神经 递 质 〈excitatory neurotransmitter) 使 阳 
离子 通道 开放 ， 引 起 Na’ 内 流 ， 从 而 使 突 触 后 膜 朝 触发 动作 电位 的 域 值 电位 去 极 化 。 相 反 ， 
抑制 性 神经 递 质 (inhibitory neurotransmitter) 或 者 开放 Cl 通道 , 或 者 开放 K 通道 ， 通 过 
使 兴奋 性 影响 更 加 难以 使 突 触 后 膜 去 极 化 而 抑制 触发 动作 电位 。 许 多 递 质 可 能 是 兴奋 性 的 ， 
也 可 能 是 抑制 性 的 ， 这 取决 于 它们 在 何 处 被 释放 ， 它 们 与 何 种 受 体 结合 ， 以 及 它们 遭遇 到 的 
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离子 条 件 。 例 如 ， 乙 酰 胆 碱 (acetylcholine) 既 有 兴奋 作用 ， 又 有 抑制 作用 ， 这 取决 于 与 之 结 
合 的 乙酰 胆 碱 受 体 的 类 型 。 然 而 ， 通 常 乙酰 胆 碱 、 谷 氨 酸 (glutamate) 和 5-H fik (seroto- 
nin) 被 用 作 兴 奋 性 递 质 ， 而 氨基 丁 酸 (y-aminobutyric acid, GABA) MHAM (glycine) 
则 被 用 作 抑 制 性 递 质 。 如 谷 氨 酸 在 疹 椎 动物 的 脑 中 介 导 大 多 数 兴 奋 性 信号 转 导 。 

已 经 讨论 了 阳离子 通道 的 开放 如 何 使 膜 去 极 化 。 开 放 Cl 通道 的 效应 可 理解 如 下 。 胞 外 
CL 的 浓度 比 胞 内 高 得 多 (参见 表 11-1) ， 但 其 内 流 受 到 膜 电 位 的 对 抗 。 实 际 上 ， 对 许多 神经 
HMA. C 的 平衡 电位 接近 静 息 电位 一 一 甚至 更 负 。 由 于 这 一 原因 ， 所 以 Cl 通道 的 开放 会 
缓冲 膜 电位 ;由 于 膜 开 始 去 极 化 ， 所 以 更 多 带 负 电荷 的 C 进入 细胞 对 抗 这 一 效应 。 因 此 ， 
CL 通道 的 开放 使 得 膜 的 去 极 化 更 加 困难 ， 因 而 更 加 难以 使 细胞 兴奋 。K- 通道 的 开放 具有 类 
似 效应 。 抑 制 性 神经 递 质 的 重要 性 可 通过 阻 断 其 作用 的 毒素 的 影响 来 说 明 。 例 如 ， 番 木 浆 碱 
通过 结合 甘氨酸 受 体 进而 阻 断 甘 氨 酸 的 作用 而 引起 肌肉 痉挛 、 痢 阁 和 死亡 。 

然而 ， 并 非 神经 系统 中 所 有 的 化 学 信号 都 通过 配 基 门 控 离子 通道 起 作用 。 神 经 末梢 分 泌 
的 许多 信号 分 子 ， 包 括 许 多 种 神经 肽 ， 与 仅 间接 调节 离子 通道 的 受 体 结合 。 这些 所 谓 的 G 蛋 
白 偶 联 受 体 〈G-protein-linked receptor) 和 酶 联 受 体 (enzyme-linked receptor) 将 在 第 15 章 
详细 讨论 。 与 递 质 门 控 离子 通道 结合 的 兴奋 型 和 抑制 性 神经 递 质 介 导 的 信号 转 导 通常 是 迅速 、 
简单 而 短暂 的 ， 而 与 G 蛋白 偶 联 受 体 和 酶 联 受 体 结合 的 配 基 介 导 的 信号 转 导 则 倾向 于 缓慢 和 
复杂 得 多 ， 因 而 也 更 持久 。 


神经 肌肉 接头 处 的 乙酰 胆 碱 受 体 是 递 质 门 控 阳 离子 通道 


研究 得 最 透彻 的 递 质 门 控 离子 通道 的 例子 是 骨 淫 肌 细胞 的 乙酰 胆 碱 受 体 (acetylcholine 
receptor) 。 该 通道 通过 神经 肌肉 接头 处 的 神经 末梢 ， 即 运动 神经 元 和 皮 骼 肌 细胞 之 间 的 特 化 
化 学 突 触 〔 图 11-34) ， 所 释放 的 乙酰 胆 碱 而 被 短暂 开放 。 这 种 突 触 已 被 深入 研究 过 ， 因 为 与 
中 杠 神 经 系统 中 的 大 多 数 突 触 不 同 ， 对 这 种 突 触 进行 电 生理 研究 是 很 容易 的 。 
乙酰 胆 碱 受 体 在 离子 通道 的 研究 历史 中 有 特殊 的 意 a ee 

义 。 它 是 第 一 个 被 纯化 的 离子 通道 ， 其 完整 氨基 酸 序列 
最 先 被 测定 ， 在 人 造 脂 双 层 中 最 先 被 功能 重建 ， 其 单个 
开放 通道 的 电信 号 最 先 被 记录 。 它 的 基因 也 是 最 先 被 克 
隆 和 测序 的 ， 它 是 唯一 被 测定 其 三 维 结构 的 配 基 门 控 通 
道 ， 尽 管 仅 有 中 等 分 辩 率 。 纯 化 和 鉴定 这 一 受 体 快速 进 
展 的 原因 至 少 有 两 个 ， @ 蜡 常 丰富 的 乙酰 胆 碱 受 体 源 存 
在 于 电 鱼 和 电 鳃 的 电器 官 中 〈 这 些 器 官 是 经 过 改良 的 肌 
肉 ， 发 出 强大 的 电 休克 用 于 捕食 ) 。@@ 某 些 蛇 的 毒液 中 的 
某 些 神经 毒素 〈 如 a- 银 环 蛇毒 素 ) 与 该 受 体高 亲和力 
(K.=10"L/mol) 和 高 特异 性 的 结合 ， 因 而 能 通过 亲 和 ， 图 1L34 ”青蛙 的 神经 肌肉 接点 的 低 放 
层 析 纯 化 该 受 体 。 荧 光标 记 或 放射 性 标记 的 e- 银 环 蛇毒 大 倍数 扫描 电子 显 微 照 片 

素 也 可 用 于 定位 和 计数 乙酰 胆 碱 受 体 。 通 过 这 种 方式 显 图 中 显示 骨骼 肌 细胞 上 单个 轴 突 的 末梢 
示 ， 该 受 体 被 致密 分 布 于 神经 肌肉 接头 处 的 肌肉 细胞 的 。 (摘自 Desaki and Y Ueharay J. Neuro- 
质 膜 中 《每 平方 微米 约 有 20 000 个 这 样 的 受 体 )， 但 这 9 TOs TO UM MBL, O Klawer 
些 受 体 在 同一 质 腊 的 其 他 部 位 相对 很 少 。 fe a 
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骨骼 肌 的 乙酰 胆 碱 受 体 由 5 条 跨 膜 多 肽 组 
R, Hp 2 条 多 肽 相同 ， 它 们 由 4 个 独立 的 基 
因 编 码 。 这 4 个 基因 的 序列 极为 相似 ， 意 味 着 


它们 是 从 同一 个 祖先 基因 进化 而 来 。 这 一 五 聚 


AT "xm NR 体 中 2 个 完全 相同 的 多 及 每 个 都 有 乙酰 胆 碱 的 

受 体 。 当 2 个 乙酰 胆 碱 分 子 与 五 聚 体 复合 体 结 

| 6 合 时 ， 它 们 诱导 复合 体 发 生 构 象 变化 ， 使 其 通 
道 开放 。 配 基 结合 后 ， 通 道 仍 在 开 、 放 两 种 状 

Seeren 马 结 合并 打开 态 之 间 变换 。 但 现在 有 90% 的 可 能 性 处 于 开 
放 状态 。 这 一 状态 一 直 持续 到 乙酰 胆 碱 的 浓度 

图 11-35 ”乙酰胆碱 受 体 的 3 种 构象 低 至 足以 被 定位 于 神经 肌肉 接头 处 的 特异 酶 


2 个 乙酰 胆 碱 分 子 的 结合 使 递 质 门 控 离 子 通道 开放 。 然 (乙酰 胆 碱 酯 酶 ) 水解。 一旦 释放 与 之 之 结合 的 
后 ， 它 很 可 状态 ,一 . AB, . y 
maaan AE MERE. CRER ENM 
敏 )， 在 正常 情况 下 ， 乙 栈 胆 碱 被 迅速 水 解 ， 并 且 通 道 在 息 状态 。 如 果 乙 酰 胆 碱 因 过 多 的 神经 刺激 而 持 
大 约 lms 内 ， 即 正好 在 产生 明显 脱 敏 之 前 关闭 。 在 乙酰 ” 续 存 在 很 长 一 段 时 间 ， 那么 该 通道 就 会 失 活 
胆 碱 持续 存在 大 约 20ms 之 后 ， 将 会 出 现 脱 敏 现象 (图 11-35)。 

乙酰 胆 碱 受 体 的 总 体形 状 及 其 亚 基 的 可 
能 排列 方式 已 通过 电子 显微镜 技术 测定 (图 11-36) 。5 个 亚 基 排列 成 环 状 ， 形 成 一 个 由 穿 
越 脂 双 层 的 狭窄 孔道 组 成 的 充满 水 的 跨 膜 通道 ， 在 其 两 端 扩 宽 形 成 孔 腔 。 位 于 孔道 的 任何 
一 个 末端 的 荷 负电 氨基 酸 和 能 都 有 助 于 排斥 阴离子 和 促进 直径 小 于 0. 65nm 的 任何 阳离子 通 
过 。 正 常 运输 主要 由 Na’ 和 K* ,还 有 一 些 Cat 组成。 因此 ， 与 电压 门 控 阳 离子 通道 (如 
前 面 讨论 过 的 K' 通 道 ) 不 同 ， 它 在 阳离子 之 间 几 乎 没有 选择 性 ， 不 同 阳离子 对 通过 通道 
的 电流 的 相对 贡献 主要 取决 于 它们 的 浓度 和 电化 学 驱动 力 。 当 肌 细 胞 膜 处 于 静 息 电位 状态 
时 ， 对 K* 的 净 驱 动力 接近 零 ， 因 为 电压 梯度 几乎 平衡 了 跨 膜 K+ 浓度 梯度 (专题 11-2) 。 


图 11-36 乙酰胆碱 受 体 的 结构 模型 
5 个 同 源 亚 基 (a、a、B、y、8) 结合 ， 共 同形 成 一 个 跨 膜 的 含水 孔道 。 每 个 亚 基 贡 献 一 个 “螺旋 ，5 个 跨 腹 a 螺 
旋 沿 孔道 排列 形成 一 个 环 状 物 ， 当 孔道 处 于 闭合 构象 时 ， 一 般 认为 它 被 5 个 亮 氨 酸 的 玖 水 侧 链 封闭 ， 这 些 亮 氨 酸 
分 别 来 自 各 个 螺旋， 它们 在 靠近 脂 双 层 中 央 的 位 置 形成 一 个 闸门 。 在 孔道 的 2 个 末端 的 荷 负电 侧 链 确保 只 有 荷 
正 电 的 离子 通过 孔道 。2 个 a 亚 基 都 含有 乙酰 胆 碱 结合 位 点 ; 当 乙酰 胆 碱 与 2 个 位 点 结合 时 ， 通 道 很 可 能 通过 使 
亮 氨 酸 向 外 移动 而 发 生 构象 变化 ， 从 而 使 用 门 开放 《改编 自 N.Unwin, Cell/ Neuron 72/10 ]: 31~41, 1993) 
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相反 ， 对 Na! 而 言 ， 电 压 梯 度 和 浓度 梯度 以 相同 方向 发 挥 作用 ， 了 驱动 离子 进入 细胞 Cat 
的 情况 与 此 相同 ,但 是 Cat 的 胞 外 浓度 比 Na+ 低 得 多 ， 以 致 Cat+ 对 总 内 向 电流 仅 有 很 小 的 
贡献 )。 因 此 ， 乙 酰 胆 碱 受 体 通道 的 开放 导致 了 Nar 的 大 量 净 内 流 〈 速 率 峰 值 为 每 个 通道 
每 毫秒 约 30 000 个 离子 ) 。 正 如 下 面 将 要 讨论 的 ， 这 种 内 流 引起 膜 的 去 极 化 ， 从 而 向 肌肉 发 
出 收缩 的 信号 。 

递 质 门 控 离子 通道 是 精神 活性 药物 的 主要 靶 点 

应 答 神 经 递 质 乙 酰 胆 碱 、5- 羟 色 胺 、GABA 和 甘氨酸 而 开放 的 离子 通道 含有 结构 上 类 似 
的 亚 基 ， 暗 示 它 们 在 进化 上 是 有 关联 的 ， 很 可 能 以 相同 的 方式 形成 跨 膜 孔道 ， 即 使 它们 的 神 
经 递 质 结合 特异 性 和 离子 选择 性 明显 不 同 。 这 些 通道 似乎 有 类 似 的 总 体 结构 ， 每 一 个 由 同 源 
多 肽 亚 基 形 成 的 通道 很 可 能 都 装配 成 一 个 类 似 于 乙酰 胆 碱 受 体 的 五 聚 体 。 谷 氨 酸 门 控 离子 通 
道 由 一 个 不 同 家 族 的 亚 基 构成 ， 一 般 认 为 是 形成 四 聚 体 ， 这 与 前 面 讨论 的 K* 通道 类 似 。 

对 每 类 递 质 门 控 离子 通道 而 言 ， 每 种 亚 基 都 存在 两 种 形式 ， 它 们 或 者 由 不 同 的 基因 编码 ， 
或 者 由 相同 基因 产物 的 选择 性 RNA 剪接 产生 。 这 些 形式 综合 不 同 的 变异 ， 用 以 形成 一 组 极 
具 多 样 性 的 不 同 通道 亚 型 ， 具 有 不 同 的 配 基 亲 和 力 ， 不 同 的 通道 传导 率 ， 不 同 的 开放 和 关闭 
速率 ， 以 及 对 药物 和 毒素 的 不 同 敏感 性 。 例 如 ， 冰 椎 动物 神经 元 的 乙酰 胆 碱 门 控 离子 通道 与 
肌 细 胞 的 不 同 ， 因 为 它们 通常 是 由 一 种 类 型 的 2 个 亚 基 和 另 一 种 类 型 的 3 个 亚 基 形 成 ; 但 是 
它们 至 少 有 9 个 基因 为 第 一 种 类 型 的 亚 基 编码 ， 为 第 二 种 类 型 的 亚 基 编码 的 基因 至 少 有 3 个 ， 
更 多 的 多 样 性 还 可 因 RNA 的 选择 性 剪接 引起 。 在 脑 中 执行 不 同 功能 的 乙酰 胆 碱 敏感 性 神经 
元 亚 型 的 特征 是 这 些 亚 基 的 不 同 组 合 。 原 则 上 以 及 实际 在 某 种 程度 上 ， 这 使 得 设计 靶 向 很 窗 
的 几 组 确定 的 神经 元 或 突 触 的 药物 成 为 可 能 ， 从 而 特异 性 地 影响 特殊 的 脑 功能 。 

实际 上 ， 递 质 门 控 离子 通道 长 期 以 来 都 是 重要 的 药物 靶 点 。 例 如 ， 外 科 医 师 在 手术 期 间 
可 通过 使 用 箭 毒 (curare) 一 一 一 种 来 源 于 植物 的 药物 ， 最 初 被 南美 洲 印第安 人 用 于 在 箭 上 
施 毒 ， 阻 断 骨 骼 肌 细 胞 上 的 乙酰 胆 碱 受 体 而 使 肌肉 松弛 。 用 于 治疗 失眠 、 焦 虚 、 抑 郁 和 精神 
分 裂 症 的 大 多 数 药物 在 化 学 突 触 处 发 挥 其 效应 ， 其 中 许多 药物 是 通过 与 递 质 门 控 通 道 结合 而 
发 挥 作用 。 例 如 ， 巴 比 妥 和 镇 静 剂 ， 如 地 西洋 valium) MWAH (librium), 与 GABA 受 
体 结合 ， 通 过 允许 较 低 浓度 的 这 种 神经 递 质 开放 CI 通道 而 使 GABA 发 挥 抑 制作 用 。 离 子 通 
道 的 新 分 子 生物 学 通过 揭示 其 结构 的 多 样 性 和 细节 而 使 得 有 望 设计 新 一 代 精 神 活 性 药物 ， 这 
种 药物 将 会 更 加 选择 性 地 减轻 精神 疾病 的 痛苦 。 

除 离子 通道 之 外 ， 突 出 信号 转 导 机 制 的 许多 其 他 组 成 成 分 都 是 精神 活性 药物 的 潜在 靶 点 。 
正如 前 面 所 讨论 的 ， 许 多 神经 递 质 在 被 Na’ 驱动 的 载体 蛋白 释放 后 ， 通 过 突 触 裂隙 被 清除 
掉 。 这 种 载体 蛋白 的 抑制 作用 延长 了 递 质 的 效应 。 从 而 促进 突 触 传 递 。 许 多 抗 抑郁 药 ， 包 括 
百 忧 解 prozac)， 都 是 通过 抑制 5- 羟 色 胺 的 吸收 而 发 挥 作用 ; 其 他 药物 则 抑制 5- 羟 色 胺 和 去 
甲 肾上腺 素 的 吸收 。 

离子 通道 是 信号 转 导 和 估计 的 神经 元 装置 得 以 构建 的 基本 分 子 成 分 。 为 了 了 解 这 些 装置 
的 功能 的 可 能 复杂 程度 ， 我 们 考虑 几 个 例子 ， 用 以 说 明 几 组 离子 通道 在 电 兴 奋 细 胞 之 间 的 突 
触 通讯 中 怎样 协同 作用 。 


神经 肌肉 传递 涉及 5 组 不 同 离子 通道 的 相继 激活 


离子 通道 对 电 兴 奋 细胞 的 重要 性 可 通过 神经 冲动 借以 刺激 肌 细 胞 收缩 的 下 述 过 程 加 以 说 
明 。 这 一 似乎 简单 的 应 答 需要 至 少 5 组 不 同 的 离子 通道 在 几 毫秒 内 被 相继 激活 〈 图 11-37) 。 
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图 11-37 肌肉 神经 接点 处 的 离子 通道 系统 
这 些 门 控 离 子 通 道 对 神经 冲动 刺激 肌肉 收缩 是 必 不 可 少 的 。 各 种 不 同 的 通道 以 它们 被 激活 的 顺序 
(这 已 在 文中 描述 ) 编号 

1. 这 一 过 程 开始 于 神经 冲动 到 达 神 经 末梢 并 使 末梢 的 质 膜 去 极 化 时 。 去 极 化 使 膜 中 的 电 
压 门 控 Ca 通道 短暂 开放 。 由 于 胞 外 Ca? 浓度 比 胞 内 游离 Ca?” 浓度 大 1000 倍 ， 所 以 Ca 六 流 
入 神经 末梢 。 神 经 末梢 胞 质 溶胶 中 Ca 浓度 的 增加 触发 乙酰 胆 碱 局 部 释放 进入 突 触 间隙 。 

2. 释放 的 乙酰 胆 碱 与 肌 细 胞 质 膜 中 的 乙酰 胆 碱 受 体 结合 ， 从 而 短暂 开放 与 之 相关 的 阳 离 
子 通道 。 由 此 导致 的 Na' 内 流 使 膜 局 部 去 极 化 。 

3. 肌 细胞 质 膜 的 局 部 去 极 化 使 膜 中 的 电压 门 控 Na 通道 开放 ， 从 而 允许 更 多 的 Nat 进入 
胞 内 ， 并 进一步 使 膜 去 极 化 。 这 依次 使 邻近 的 电压 门 控 Nat 通道 开放 ， 并 导致 去 极 化 的 自传 
播 〈 动 作 电 位 )， 最 终 导致 整个 质 膜 的 去 极 化 膜 〈 图 11-28) 。 

4. 肌 细 胞 质 膜 的 广泛 去 极 化 激活 膜 中 特 化 区 域 〈 横 向 工 小 管 一 一 讨论 见 第 16 章 ) 的 电 
压 门 控 Ca?” 通道 。 

5. 这 依次 使 肌 浆 网 膜 邻近 区 域 的 Ca 释放 通道 (Ca** release channel) 短暂 开放 ， 并 将 
储藏 在 肌 浆 网 中 的 Ca* 释放 进入 胞 质 溶胶 。 胞 质 溶胶 中 Ca** 浓度 的 突然 增加 使 肌 细胞 中 的 肌 
原 纤维 收缩 。 还 不 能 确定 T 小 管 膜 中 电压 门 控 离子 通道 的 激活 怎样 导致 肌 浆 网 膜 中 Ca*+ 释放 
通道 的 开放 。 然 而 ， 这 两 种 膜 紧密 贴 在 一 起 ， 这 两 种 类 型 的 通道 通过 一 个 特 化 结构 结合 在 一 
起 (图 16-74)。 因 此 ， 电 压 诱导 的 质 膜 Ca** 通道 构象 的 变化 通过 一 个 机 械 连 接 器 直接 使 肌 浆 
网 中 的 Cat 释放 通道 开放 。 

尽管 运动 神经 元 激活 肌 收 缩 是 复杂 的 。 但 是 ， 一 个 神经 元 要 整合 突 触 处 的 大 量 输 入 信号 
并 计算 出 适当 的 输出 ， 就 需要 离子 通道 之 间 更 复杂 的 相互 作用 ， 现 在 就 这 一 点 予以 讨论 。 
各 个 神经 元 都 是 一 个 复杂 计算 装置 

在 中 枢 神经 系统 中 ， 一 个 单一 的 神经 元 能 从 数 千 个 其 他 神经 元 接收 输入 信号 ， 并 能 依次 
与 数 千 个 其 他 细胞 形成 突 触 。 例 如 ， 数 千 个 神经 末梢 与 消 髓 中 的 一 般 运 动 神经 元 形成 突 触 
它 的 细胞 体 和 树 突 几乎 完全 为 它们 所 覆盖 〈 图 11-38)。 其 中 一 些 突 触 传递 来 自 脑 和 冰 骨 的 信 
号 ; 其 他 突 触 则 携带 来 自 肌肉 或 皮肤 的 感觉 信息 。 运 动 神经 元 必须 综合 来 自 所 有 这 些 来 源 的 
信息 ， 并 通过 沿 其 轴 突 释放 动作 电位 或 通过 保持 沉默 而 做 出 应 答 。 


在 一 个 神经 元 的 许多 突 触 中 ， 一 些 倾 向 于 使 神经 元 兴奋 ， 而 另 一 些 则 抑制 神经 元 。 兴 奋 
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图 11-38 HM PMH—ThemMs TAE 
CAD TEMMU ENRI FE A SCT ef. EC RAR HEA ET LAR IH RBA A Go REME RX — EK A 
胞 的 单一 轴 突 触发 动作 电位 。(B) BRERA E 的 荧光 抗体 染色 的 神经 细胞 体 和 树 突 的 显 微 照 
片 。 来 自 其 他 神经 细胞 〈 不 可 见 ) 的 数 千 个 轴 突 未 梢 〈 红 色 ) 在 细胞 体 和 树 突 上 形成 突 触 ; 它们 被 识 划 突 触 泡 中 的 
种 蛋 上 光 抗体 染色 C (B) 经 Olaf Mundigl 和 Pietro de Camilli 许可 ] 


触 后 膜 轻微 去 极 化 ， 称 为 兴奋 怕 


出 后 电位 (兴奋 性 PSP)， 而 抑 
大 多 数 神经 元 的 细胞 体 和 
通道 ， 单 个 兴奋 性 常 太 小 而 不 能 引发 一 个 动 
级 强度 的 局 部 PSP， 它 随 着 距 突 触 人 BAY 
增加 而 下 降 。 如 果 信 号 同时 到 达 位 于 树 突 树 相同 区 域 中 的 几 个 突 触 ， 那 么 邻近 区 域 的 总 PSP 
将 大 致 是 各 个 PSP 的 全 加 ， 而 抑制 性 PSP 对 总 PSP 的 贡献 是 负 向 的 。 来 自 各 个 邻近 区 域 的 
PSP 被 动 扩散 ， 并 汇集 于 细胞 体 。 因 为 与 树 突 树 相 比 ， 细 胞 体 很 小 ， 所 以 它 的 膜 电位 大 致 相 
同 ， 是 作用 于 细胞 上 的 所 有 信号 的 效应 的 组 合 ， 是 根据 突 触 距 细胞 体 的 距离 进行 加 权 的 结果 。 
因此 ， 细 胞 体 的 组 合 PSP 代表 接收 到 的 所 有 刺激 的 空间 又 加 (spatial summation), 。 如 果 兴 奋 
性 信号 输入 占 优 势 ， 那 么 组 合 PSP 就 去 极 化 ; 如 果 抑制 性 信号 输入 占 优势 ， 那 么 它 通常 就 是 
超 极 化 。 
空间 释 加 组 合 了 在 不 同 膜 位 点 接收 到 的 信号 的 效应 ， 而 时 间 双 加 (temporal summation) 
组 合 了 在 不 同时 间 所 接收 到 的 信号 的 效应 。 如 果 一 个 动作 电位 在 突 触 的 前 PSP 完全 衰退 之 
前 到 达 突 触 ， 并 引发 神经 递 质 的 释放 ， 那 么 第 二 个 PSP 加 至 存留 下 来 的 第 一 个 PSP 的 后 面 。 
如 果 许 多 动作 电位 迅速 相继 到 达 ， 那么 每 个 PSP 就 会 加 至 前 面 的 PSP 的 后 面 ， 合 加 成 一 个 大 
而 持久 的 平均 PSP， 其 强度 反映 了 突 触 前 神经 元 的 发 放 速率 〈 图 11-39)。 时 间 伙 加 的 本 质 是 : 


= 


它 将 输入 频率 翻译 成 一 个 净 PSP 的 强度 。 
时 间 合 加 和 空间 全 加 共同 提供 了 许多 突 触 前 神经 元 的 发 放 速 率 联合 控制 单个 突 触 后 细胞 


体 膜 电位 的 手段 。 突 触 
作 电 位 的 形式 ， 将 一 个 


胞 在 神经 计算 中 所 做 的 最 后 一 步 是 产生 输出 ， 这 种 输出 通常 以 动 
转 而 传递 给 其 他 细胞 。 输 出 信号 反映 了 细胞 体 中 PSP 的 强度 。 尽 
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图 11-39 ”时间 倒 加 的 原理 
到 达 一 个 突 触 的 每 个 突 触 前 动作 电位 都 产生 一 个 小 突 触 后 电位 ， 或 PSP〈 黑 线 )。 当 
动作 电位 相继 到 达 同一 突 触 时 ， 产 生 的 每 个 PSP 都 附加 在 前 一 个 PSP 的 尾部 ， 从 而 
产生 一 个 更 大 的 组 合 PSP 〈 绿 线 ) 。 新 来 的 动作 电位 的 频率 越 大 ， 组 合 PSP 也 就 越 大 


管 PSP 是 连续 分 级 的 变量 ， 然 而 ， 动 作 电位 总 是 以 全 或 无 的 形式 存在 ， 其 大 小 是 统一 的 。 通 
过 动作 电位 的 信号 转 导 中 的 唯一 变量 是 一 个 动作 电位 和 下 一 个 动作 电位 之 间 的 时 间 间 隔 。 因 
此 ， 对 于 长 距离 传递 而 言 ，PSP 的 强度 被 翻译 或 被 编码 成 动作 电位 的 发 放 频率 〈 图 11-40). 
这 种 编码 通过 一 组 特殊 的 门 控 离子 通道 而 获得 ， 这 些 通道 以 高 密度 出 现在 邻近 细胞 体 的 突 触 
基部 ， 一 个 被 称 为 轴 丘 的 区 域 (图 11-38) 。 

神经 计算 至 少 需要 3 类 K+ 通 道 的 组 合 

我 们 已 经 看 到 ， 对 远 距 离 传递 而 言 ， 神 经 元 接收 到 的 刺激 强度 由 神经 元 触发 的 动作 电位 
的 频率 决定 : 刺激 越 强 ， 动 作 电位 的 频率 就 越 高 。 动 作 电位 起 始 于 轴 丘 ， 即 每 个 神经 元 的 一 
个 独特 区 域 ， 含 有 大 量 的 电压 门 控 Na* 通道。 但 是 ， 为 了 执行 其 特殊 的 编码 功能 ， 轴 丘 膜 也 
至 少 含有 4 种 其 他 类 型 的 离子 通道 一 一 其 中 3 个 通道 对 K* 具有 选择 性 ， 一 个 通道 对 Cat 具有 
选择 性 。K* 通道 的 这 3 个 变异 体 有 不 同 的 特性 ; 我 们 将 它们 称 为 延迟 K+ 通道 、 早 期 K+ 通 
道 和 Ca** 激活 的 K* 通道 。 

为 了 理解 这 种 对 多 种 类 型 通道 的 需求 ， 首 先 考 虑 ， 如 果 神 经 细胞 中 存在 的 唯一 电压 门 控 
离子 通道 是 Na' 通道 ， 那 么 会 发 生 什么 情况 。 在 低 于 突 触 刺 激 的 特定 域 值 水 平时 ， 轴 丘 膜 的 
去 极 化 将 不 足以 触发 一 个 动作 电位 。 随 着 刺激 的 逐渐 增加 ， 去 极 化 将 达到 这 一 域 值 ，Na+ 通 
道 将 会 开放 ， 最 终 将 触发 动作 电位 。 动 作 电 位 将 通过 Na+ 通道 的 失 活 以 通常 的 方式 被 终止 。 


在 另 一 个 动作 电位 被 触发 前 ， 这 些 通道 必须 从 其 失 活 状 态 中 恢复 过 来 。 但 是 ， 这 将 要 求 膜 电 
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图 11-40 ”以 轴 突 发 放 动作 电位 的 频率 的 形式 编码 组 合 PSP 
CAD A (B) 的 比较 显示 轴 突 的 发 放 频率 怎样 随 组 合 PSP 的 增加 而 增加 。(C) 概括 了 它们 之 间 的 总 体 联系 


压 回复 至 一 个 非常 负 的 值 ， 只 要 强烈 的 去 极 化 刺激 (来自 PSP) 继续 存在 ， 就 不 会 发 生 这 种 
回复 。 因 此 ， 需 要 另 一 种 类 型 的 通道 使 经 历 每 个 动作 电位 之 后 的 膜 再 极 化 ， 以 使 细胞 再 次 触 
发 动作 电位 。 

这 一 任务 由 前 面 讨论 过 的 、 与 动作 电位 的 传播 有 关 的 延迟 K+ 通道 来 执行 。 它 们 是 电压 
门 控 通道 ， 但 是 由 于 它们 的 动力 学 较 慢 ， 所 以 它们 仅 在 动作 电位 的 下 降 阶段 才 开放 ， 此 时 
Nat 通道 处 于 失 活 状态 。 它 们 的 开放 允许 K 外 流 ， 驱 动 膜 回复 至 K 平衡 电位 ， 这 一 电位 非 
常 负 ， 以 致 Na “通道 迅速 从 其 失 活 状态 恢复 。 膜 的 再 极 化 也 使 延迟 K* 通道 关闭 。 此 时 轴 丘 
复位 ， 以 便 来 自 突 触 输入 的 去 极 化 刺激 能 触发 另 一 个 动作 电位 。 通 过 这 种 方式 ， 树 突 和 细胞 
体 的 持续 刺激 导致 突 触 反 复 触发 动作 电位 。 

然而 ， 反 复 触发 实质 上 是 不 够 的 。 触 发 的 频率 必须 反映 刺激 的 强度 ， 一 个 由 Na' 通道 和 
KY 通道 组 成 的 简单 系统 不 足以 达到 这 一 目的 。 细 胞 处 于 平稳 刺激 的 特定 域 值 水 平 以 下 时 ， 根 
本 不 会 触发 动作 电位 ; 当 高 于 这 一 域 值 水 平时 ， 它 将 以 相对 快 的 速率 突然 开始 触发 动作 电位 。 
早期 K* 通 道 可 以 解决 这 一 问题 。 它 们 也 是 电压 门 控 通 道 ， 当 膜 被 去 极 化 时 开放 ， 但 是 它们 
的 特殊 电压 敏感 性 和 失 活 动力 学 是 : 它们 只 降低 正好 高 于 触发 所 需 域 值 的 刺激 水 平 的 发 放 速 
率 。 这 样 ， 它 们 就 消除 了 在 发 放 速率 和 刺激 强度 之 间 的 关系 中 的 不 连接 性 。 其 结果 是 ， 发 放 
速率 与 去 极 化 刺激 的 强度 在 很 宽 范围 内 成 比例 CPL 11-40). 

这 一 编码 过 程 通常 会 被 开始 时 提 到 的 轴 丘 中 的 另外 两 种 离子 通道 (电压 门 控 Ca** 通道 和 
Cal 激活 的 K' 通道) 做 进一步 调整 。 它们 共同 作用 ， 降 低 细 胞 的 应 答 至 一 个 持续 很 长 时 间 
的 不 变 刺激 ， 此 过 程 称 为 适应 〈adaptation)。 这 些 Cat 通道 类 似 于 介 导 神经 递 质 从 突 触 前 的 
轴 突 终 末 释放 的 Ca 通道， 当 动作 电位 被 触发 时 ， 它 们 开放 ， 暂 时 允许 Ca** EAR 

Ca 激活 的 K+ 通道 在 结构 上 和 功能 上 都 不 同 于 前 面 描述 过 的 任何 一 种 通道 类 型 。 它 的 
开放 是 为 了 响应 神经 细胞 膜 胞 质 面 增高 的 Ca** 浓度 。 如 一 个 强 去 极 化 刺激 持续 很 长 一 段 时 
间 ， 引 发 一 长 串 动作 电位 。 每 个 动作 电位 允许 Ca 通过 电压 门 控 Ca?* 通道 的 短暂 内 流 ， 结 
胞 内 Ca 浓度 逐渐 积累 至 足以 使 Cat 激活 的 K 通道 开放 的 高 水 平 。 因 此 而 增加 的 膜 对 K+ 
的 通 透 性 使 膜 更 加 难以 去 极 化 ， 所 以 它 增 加 了 在 一 个 动作 电位 和 下 一 个 动作 电位 之 间 的 时 间 
延迟 。 一 个 长 期 接受 持续 刺激 的 神经 元 通过 这 种 方式 对 持久 不 变 的 刺激 的 反应 性 逐渐 变 得 
更 低 。 

这 种 适应 性 (也 可 通过 其 他 机 制 发 生 ) 允许 神经 元 通常 是 神经 系统 ) 对 变化 做 出 灵敏 

ze 


的 反应 ， 甚 至 对 高 背景 水 平 的 稳定 刺激 。 这 是 帮助 我 们 感 党 到 ， 如 肩膀 上 的 轻 轻 接 触 ， 还 有 
忽视 衣服 对 我 们 的 持久 压力 的 策略 之 一 。 我 们 将 在 第 15 章 以 细胞 信号 传导 过 程 中 的 一 般 特 征 
来 更 加 详细 的 讨论 适应 性 。 

其 他 神经 元 进行 不 同 的 计算 ， 从 而 通过 无 数 种 方式 对 它们 的 突 触 输 入 做 出 应 答 ， 这 反映 
了 位 于 膜 中 的 不 同 离子 通道 家 族 成 员 的 不 同 分 类 。 例 如 ， 在 消 椎 动物 神经 系统 中 至 少 有 5 种 
已 知 类 型 的 电压 门 控 Ca 通道 和 至 少 4 种 已 知 类 型 的 电压 门 控 KT 通道 。 基 因 的 多 样 性 显然 
考虑 到 了 宿主 的 不 同类 型 神经 元 ， 其 电 行为 与 它们 必须 执行 的 特殊 任务 尤其 一 致 

神经 系统 的 关键 特性 之 一 是 它 的 学 习 和 记忆 能 力 ， 这 似乎 主要 取决 于 特殊 突 触 的 长 期 变 
化 。 在 本 章 最 后 ， 讨 论 一 种 异常 类 型 的 离子 通道 ， 一 般 认为 它 在 某 种 形式 的 学 习 和 记忆 中 有 
特殊 的 作用 。 它 定位 于 中 枢 神 经 系统 的 许多 突 触 中 ， 这 些 突 触 由 电压 和 兴奋 性 神经 递 质 谷 氨 
酸 控制 。 它 也 是 精神 活性 药物 葵 环 利 定 或 安琪儿 粉 的 作用 部 位 。 


哺乳 动物 海马 中 的 长 程 增强 效应 (LTP) 依赖 于 Cat ct NMDA 受 
体 通道 的 输入 

实际 上 ， 所 有 动物 都 能 学 习 ， 但 是 哺乳 动物 似乎 特别 善于 学 习 (或 者 我 们 愿意 这 么 认 
为 )。 在 哺乳 动物 的 大 脑 中 ， 被 称 为 海马 (hippocampus) 的 区 域 在 学 习 中 具有 特别 的 作用 
当 大 脑 两 侧 受 到 破坏 时 ， 形 成 新 的 记忆 的 能 力 大 部 分 都 表 失 了 ， 尽 管 以 前 的 长 期 记忆 仍然 保 
留 。 相 应 地 ， 海 马 中 的 一 些 突 触 因 反复 使 用 而 表现 出 明显 的 功能 性 改变 ;在 突 触 前 细胞 中 偶 
尔 出 现 的 单个 动作 电位 不 会 留 下 持久 的 痕迹 ， 而 反复 触发 则 会 引起 长 程 增强 效应 Long-term 
potentiation, LTP) ， 因 为 突 触 前 细胞 中 随后 到 来 的 单个 动作 电位 在 突 触 后 细胞 中 引起 的 应 答 
大 大 增强 。 依 据 反复 触发 的 数目 和 强度 的 不 同 ， 这 一 效应 可 持续 数 小 时 、 数 天 或 数 周 。 只 有 
被 激活 的 突 触 才 表 现 出 LTP; 在 同一 突 触 后 细胞 保持 静 息 状 态 的 则 不 受 影 响 。 然 而 ， 当 细胞 
正 通过 一 组 突 触 接受 反复 刺激 时 ， 如 果 单个 动作 电位 在 其 表面 的 另 一 个 突 触 处 被 传递 ， 那 么 
后 者 也 将 经 历 LTP， 尽 管 在 另 一 时 间 传递 的 单个 动作 电位 不 会 留 下 如 此 持久 的 痕迹 。 

这 类 突 触 的 根本 规则 似乎 是 : 每 当 突 触 后 膜 被 强烈 去 极 化 时 〈 通 过 同一 突 触 前 细胞 的 新 
近 反复 触发 ， 或 者 通过 其 他 方式 )， 在 突出 前 细胞 触发 〈 一 次 或 多 次 ) 的 任何 时 候 都 可 发 生 
LTP。 这 一 规则 反映 了 突 触 后 膜 中 一 类 特殊 离子 通道 的 行为 。 谷 氨 酸 是 哺乳 动物 中 枢 神经 系 
统 中 主要 的 兴奋 性 神经 递 质 ， 谷 氨 酸 门 控 离子 通道 在 脑 的 所 有 递 质 门 控 通道 中 是 最 常见 的 
像 在 其 他 部 位 一 样 ， 在 海马 中 ， 造 成 兴奋 性 PSP 的 大 部 分 去 极 化 电流 由 以 标准 方式 运行 的 谷 
氨 酸 门 控 离子 通道 来 保持 。 但 是 ， 该 电流 还 有 一 个 更 有 趣 的 成 分 ， 它 由 被 称 为 NMDA 受 体 的 
和 谷 氨 酸 门 控 离 子 通道 的 一 个 独特 亚 类 介 导 ， 如 此 命名 是 因为 它们 被 谷 氨 酸 的 人 造 类 似 物 N- 甲 
基 -D- 天 冬 氨 酸 选择 性 激活 。NMDA 受 体 通道 是 双重 门 控 的 ， 只 有 同时 满足 如 下 2 个 条 件 时 
才 开 放 ， 谷 氨 酸 必须 与 受 体 结合 ， 膜 必须 被 强烈 去 极 化 。 第 二 个 条 件 是 释放 Mg:” EER 
情况 下 封闭 静 息 通道 ) 所 必需 的 。 这 意味 着 ，NMDA 受 体 通 常 只 在 常规 谷 氨 酸 门 控 离子 通道 
也 被 激活 并 使 膜 去 极 化 时 才 被 激活 。NMDA 受 体 对 LTP 是 极为 重要 的 。 当 它们 被 特殊 抑制 
剂 选择 性 封闭 时 ，LTP 不 会 发 生 ， 即 使 寻常 的 突 触 传递 仍 在 继续 。 用 这 种 抑制 剂 处 理 的 动物 
表现 出 特殊 的 学 习 能 力 缺 陷 ， 但 是 另 一 方面 ， 其 行为 几乎 与 正常 无 异 。 

NMDA 受 体 怎样 介 导 这 种 惊人 的 效应 呢 ? 答案 是 ， 这 些 通道 在 开放 时 对 在 突 触 后 细胞 中 
作为 胞 内 介质 的 Ca’? 具有 高 度 渗透 性 ， 从 而 触发 导致 LTP 的 一 连 串 变化 。 因 此 ， 当 通过 注 
射 Ca BEA FA) EGTA 而 人 为 地 保持 突 触 后 细胞 内 的 低 Ca? 水 平时 ，LTP 被 阻止 。 增 加 突 触 
后 细胞 对 谷 氨 酸 的 敏感 性 的 长 期 变化 是 在 质 膜 中 插入 新 的 常规 谷 氨 酸 受 体 ( 图 11-41)。 证 据 

人 


也 表明 ， 变 化 还 可 发 生 于 突 触 前 细胞 ， 结 果 ， 当 细胞 随后 被 激活 时 ， 会 释放 比 平 常 更 多 的 谷 


氨 酸 。 


突 触 前 细胞 


活化 的 突 触 前 神经 末 
梢 所 释放 的 谷 氨 酸 盐 
使 非 NMDA 谷 氨 酸 盐 
谷 氨 酸 盐 受 体 通道 开放 ， 人 允许 
Na 内 流 ， 从 而 使 突 
BERERE 


突 触 后 细胞 i à 
Mg 非 NMDA 和 谷 去 极 化 的 膜 
NMDA 受 体 氨 酸 盐 受 体 


去 极 化 使 Mg 离子 团 从 
NMDA 受 体 通道 移 走 ， 

从 而 允许 Ce 离子 (与 谷 
TEEN UEANME 


ARE BC" AT RIEN 
增加 促使 突 触 后 细胞 的 质 腊 
插入 新 的 非 NMDA 和 谷 氧 酸 盐 
受 体 ， 从 而 增加 细胞 对 谷 所 
MEKRMBR OO 


图 11-41 长 时 程 增强 过 程 中 的 信号 转 导 事件 
尽管 图 中 没有 显示 。 但 是 有 证 据 表明 ， 在 LTP 中 ， 变 化 也 可 发 生 于 突出 前 神经 末梢 ， 这 可 能 是 受到 来 
突 触 后 细胞 的 逆行 信号 的 刺激 


证 据 表明 ， 除 海马 之 外 ，NMDA 受 体 在 脑 的 其 他 部 分 的 学 习 和 相关 现象 中 也 起 


1 


重要 作 


用 。 而且， 在 第 21 章 中 将 会 看 到 ，NMDA 受 体 在 根据 神经 系统 发 育 期 间 的 经 历 调 整 突 触 连 


接 的 解剖 学 模式 中 有 极为 重要 的 作用 。 


因此 ， 突 触 处 释放 的 神经 递 质 除 中 继 传递 瞬时 电信 号 外 ， 也 能 改变 胞 内 介质 的 浓度 ， 引 
起 突 触 传递 效率 的 持久 改变 。 然 而 ， 仍 不 确定 的 是 ， 在 细胞 成 分 正常 周转 的 情况 下 ， 这 些 改 


变 怎 样 持续 数 周 、 数 月 或 一 生 。 
表 11-2 总 结 了 已 经 讨论 过 的 离子 通道 家 族 。 
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表 11-2 ”一些 离子 通道 家 族 
家 族 * 代表 性 亚 家 族 
电压 门 控 阳离子 通道 电压 门 控 Na+ 通道 
电压 门 控 K+ 通 道 《包括 延 迟 型 和 早期 型 ) 
电压 门 控 Co? 通道 


谷 氨 酸 门 控 Ca?+ 通道 

SREB ERAT ait 
GABA 门 控 CI 通道 
甘氨酸 门 控 Cl 通道 


递 质 门 控 离子 通道 乙酰 胆 碱 门 控 阳 离子 通道 
bea 


} monte 


* 一 个 家 族 各 个 成 员 的 氨基 酸 序列 类 似 ， 因 此 认为 它们 来 自 共同 的 祖先 ， 在 亚 家 族 内 部 ， 通 常 这 种 相似 性 更 为 接近 。 


小 结 


离子 通道 形成 跨越 质 膜 的 含水 孔道 ， 允 许 适当 大 小 和 电荷 的 无 机 离子 顺 着 其 电化 学 梯度 
跨 膜 ， 其 速率 比 通过 任何 已 知 运载 体 的 速率 约 大 1000 倍 。 这 些 通道 是 “ 门 控 的 "， 通 常 短 暂 
开放 ， 用 以 响应 膜 中 的 特殊 干扰 ， 如 膜 电位 的 改变 〈 电 压 门 控 通道 》 或 神经 递 质 的 结合 G 
质 门 控 通道 ) 。 

K' 选择 性 漏电 通道 在 决定 大 多 数 哺乳 动物 的 跨 质 膜 静 息 电 位 中 有 重要 作用 。 电 压 门 控 阳 
离子 通道 负责 在 电 兴 奋 细胞 。 例 如 ， 神 经 元 和 骨骼 肌 细 胞 中 ， 产 生 自 放大 动作 电位 。 递 质 门 
控 离 子 通道 将 化 学 信号 在 化 学 突 触 处 转换 成 电信 和 号。 兴奋 性 神经 递 质 ， 如 乙酰 胆 碱 和 谷 气 酸 ， 
开放 递 质 门 控 阳离子 通道 ， 从 而 使 突 触 后 膜 朝 触发 动作 电位 的 域 值 水 平 去 极 化 。 抑 制 性 神经 
aR. w GABA PHAM, Paiti CI- 通道 或 K+ 通 道 ， 由 此 通过 保持 突 触 后 膜 的 极 
化 状态 而 抑制 触发 动作 电位 。 谷 氨 酸 门 控 离 子 通道 的 一 个 亚 类 (NMDA 受 体 通道 》 对 Cat 
具有 高 度 渗透 性 ， 能 引起 突 触 的 长 期 变化 ， 一 般 认为 这 种 变化 与 某 种 形式 的 学 习 和 记忆 有 关 。 

离子 通道 以 复杂 的 方式 进行 合作 ， 用 以 控制 电 兴奋 细胞 的 行为 。 例 如 ， 一 个 典型 的 神经 
元 接收 数 千 种 兴奋 性 和 抑制 性 给 入， 这 些 兴 奋 通 过 空间 咎 加 和 时 间 司 加 结合 在 一 起 ， 在 细胞 
体内 产生 一 种 突 触 后 电位 《PSP)。PSP 的 强度 通过 轴 丘 膜 中 的 各 种 阳离子 通道 被 翻译 成 动作 
WAL OY AGRA, 
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内 质 网 (ER) 。 在 这 幅 炽 草 细胞 中 ， 显 示 了 一 个 与 绿色 菊 

光一 白 标记 结合 的 内 质 网 固有 蛋白 。 它 指示 了 内 质 网 片 层 

和 小 管 在 细胞 内 的 复杂 的 皮层 网 络 结构 。( 经 Petra Boevink 
和 Chirs Hawes 的 允许 ) 


12 细胞 内 区 域 
和 蛋白 质 分 选 


细胞 内 的 区 域 化 

细胞 核 和 细胞 质 间 的 分 子 运 输 
线粒体 和 叶绿体 的 蛋白 质 输入 
过 氧化 物 酶 体 

内 质 网 


细菌 可 以 被 看 作 是 被 质 膜 包 围 的 仅 有 一 个 胞 内 分 隔 的 生命 体 。 与 其 不 同 ， 真 核 细 胞 胞 内 
被 精细 地 划 为 多 个 膜 包 被 的 功能 特异 性 空间 分 隔 。 每 一 个 胞 内 空间 分 隔 ， 或 者 细胞 器 ， 都 含 
有 一 套 独 特 的 酶 及 其 他 特异 性 分 子 。 复 杂 的 分 配 系统 可 将 特异 性 的 产物 从 一 个 空间 分 隔 运送 
到 另 一 个 分 隔 。 为 了 解 真 核 细胞 ， 人 掌握 每 一 空间 分 隔 中 发 生 了 什么 ， 分 子 如 何在 分 隔 间 运 动 ， 
分 隔 如 何 产生 并 维持 自身 的 存在 等 问题 是 十 分 必要 的 。 

蛋白 质 赋予 每 个 空间 分 隔 特异 的 结构 和 特殊 的 功能 。 它 们 催化 发 生 在 各 个 细胞 器 的 化 学 

反应 ， 并 且 选 择 性 地 将 小 分 子 运 入 或 运 出 细胞 器 内 腔 。 和 蛋白 质 还 是 细胞 器 表面 特异 性 的 分 子 
标记 ， 引 导 新 的 蛋白 质 和 脂 类 分 子 运送 到 正确 的 细胞 器 中 。 

一 个 动物 细胞 包含 100 亿 10”) 个 蛋白 质 分 子 ， 可 分 为 10 000~20 000 种 ， 这 些 蛋 白质 
分 子 几乎 都 是 从 细胞 质 基 质 中 开始 合成 的 。 每 一 种 新 合成 的 蛋白 质 都 被 特异 性 地 运送 到 需要 
它 的 分 隔 中 去 。 细 胞 内 的 蛋白 质 运 输 将 是 本 章 和 下 一 章 的 主题 。 通 过 追踪 蛋白 质 在 胞 内 空间 
分 隔 间 运输 的 通路 ， 可 以 使 我 们 对 错综复杂 的 细胞 内 膜 系统 有 一 个 清晰 的 了 解 。 


细胞 内 的 区 域 化 


这 个 介绍 性 的 部 分 将 对 胞 内 分 隔 和 它们 彼此 之 间 的 关系 作 一 个 简要 的 概述 。 为 此 ， 我 们 
在 概念 上 将 细胞 器 划分 成 少数 几 个 独立 的 家 族 ， 并 且 讨 论 蛋 白质 是 如 何 被 引导 至 特定 细胞 器 ， 
如 何 穿 过 细胞 器 膜 的 。 


所 有 真 核 细 胞 具有 一 套 相 同 的 膜 包 被 基本 细胞 器 


很 多 极其 重要 的 生物 化 学 过 程 都 发 生 在 膜 表 面 或 膜 内 。 例 如 ， 脂 类 的 代谢 过 程 就 主要 是 

由 结合 于 膜 上 的 酶 催化 进行 的 。 此 外 ， 氧 化 磷酸 化 和 光合 磷酸 化 也 需要 膜 偶 联 H* 的 运输 和 

ATP 的 合成 过 程 。 细 胞 内 膜 系统 不 仅 增加 了 细胞 的 膜 表面 积 ， 还 构造 了 和 细胞 质 基质 分 离 的 

封闭 胞 内 分 隔 ， 从 而 为 细胞 提供 了 功能 特异 性 的 溶液 环境 。 由 于 细胞 器 膜 的 类 脂 双 层 膜 对 于 

大 多 数 亲 水 性 的 分 子 是 不 通 透 的 ， 因 此 各 细胞 器 膜 上 必须 有 膜 转运 蛋白 ， 这 些 蛋 白质 负责 将 

特定 的 代谢 物 运 入 或 运 出 细胞 器 。 此 外 ， 细 胞 器 膜 还 应 具有 能 转 入 该 细胞 器 特异 性 蛋白 质 的 
机 制 。 
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图 12-1 显示 了 所 有 真 核 细 胞 内 都 具有 的 主要 胞 内 分 隔 。 细胞 核 包 含 细胞 的 主要 基因 组 ， 
是 DNA 和 RNA 合成 的 主要 场所 。 细 胞 核 周围 的 细胞 质 由 细胞 质 基质 和 悬浮 于 其 中 的 胞 质 细 
胞 器 组 成 。 细 胞 质 基质 约 占 细胞 总 体积 的 一 半 以 上 ， 是 蛋白 质 合成 和 降解 的 场所 ， 同 时 也 是 
细胞 中 间 代 谢 反 应 的 场所 ， 很 多 构建 生物 大 分 子 的 小 分 子 物质 是 在 细胞 质 基质 中 降解 或 合成 
的 (讨论 见 第 2 章 )。 


细胞 溶质 
RNA 


高 尔 基体 
线粒体 


多 核糖 体 附着 膜 上 
的 内 质 网 


白 由 多 核糖 体 核 


质 膜 


图 12-1 动物 细胞 的 主要 胞 内 分 隔 
细胞 质 基质 (灰色 )、 内 质 网 、 高 尔 基体 、 细 胞 核 、 线 粒 体 、 胞 内 体 、 溶 酶 体 和 过 氧化 物 酶 体 是 
不 同 的 胞 内 分 隔 。 它 们 至 少 由 一 层 选择 性 透 过 的 膜 包 围 ， 使 之 与 细胞 的 其 他 部 分 分 开 


大 约 一 半 真 核 细 胞 内 膜 系统 包围 形成 了 错综复杂 的 内 质 网 结构 (ER)。 一 些 内 质 网 膜 的 
胞 质 面 上 结合 着 很 多 核糖 体 ， 它 们 负责 可 溶 蛋 白质 和 膜 内 在 蛋白 质 的 合成 ， 这 些 蛋白 质 中 的 
很 大 一 部 分 将 会 被 分 泌 到 细胞 外 或 者 其 他 细胞 器 。 在 下 文 ， 我 们 将 会 看 到 输入 内 质 网 的 蛋白 
质 是 边 合成 边 进行 转运 的 ， 而 输入 其 他 细胞 器 的 蛋白 质 是 在 合成 过 程 完成 后 才 开始 转运 的 。 
这 解释 了 内 质 网 为 何 是 唯一 结合 有 核糖 体 的 细胞 器 。 此 外 ， 内 质 网 为 细胞 生产 大 部 分 的 脂 
类 ， 同 时 还 是 细胞 的 Ca** 库 。 内 质 网 将 其 合成 的 大 部 分 蛋白 质 和 脂 类 运送 至 高 尔 基体 。 高 
尔 基体 是 由 一 组 被 称 作 高 尔 基 池 的 盘 状 膜 囊 有 序 罗 列 形成 的 细胞 器 ， 它 接收 来 自 内 质 网 的 脂 
类 和 和 蛋白质 ， 再 将 它们 发 往 不 同 的 目的 地 ， 并 在 这 个 过 程 中 不 断 对 脂 类 和 蛋白质 分 子 进行 共 
价 修饰 。 

线粒体 和 叶绿体 〈 仅 在 植物 中 ) 产生 大 部 分 ATP， 这 些 ATP 为 细胞 驱动 各 种 反应 提供 
自由 能 ;叶绿体 是 质 体 中 较为 特殊 的 一 种 ， 在 植物 细胞 中 还 承担 着 诸如 营养 物质 和 色素 的 储 
存 等 其 他 功能 。 溶 酶 体 含有 多 种 消化 酶 ， 可 以 降解 细胞 内 失效 或 死亡 的 细胞 器 和 细胞 经 胞 天 
作用 摄 人 体内 的 大 分 子 及 圳 泡 。 但 在 进入 溶 酶 体 之 前 ， 胞 吞 物质 必须 首先 经 过 一 系列 称 作 胞 
内 体 的 细胞 器 。 过 氧化 物 酶 体 是 一 种 包含 多 种 氧化 酶 的 囊 泡 状 细胞 器 。 

大 体 上 说 ， 各 种 类 型 细胞 中 的 同一 种 细胞 器 行使 的 基本 功能 相同 ， 但 为 了 使 特定 的 细胞 
获得 特殊 的 功能 ， 不 同 细胞 中 相同 细胞 器 的 数量 及 其 附加 的 功能 都 是 互 不 相同 的 。 

膜 封闭 的 胞 内 分 隔 的 总 和 通常 几乎 占 细胞 体积 的 一 半 ( 表 12-1)， 因 而 需要 大 量 的 细胞 
PIRR H .以 肝 细胞 和 胰腺 细胞 为 例 , 它 们 的 内 质 网 膜 面积 分 别 约 是 其 质 膜 体 积 的 25 倍 和 12 
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表 12-1 肝 细胞 中 各 主要 胞 内 分 隔 的 相对 体积 


细胞 器 占 细胞 总 体积 百分比 /% 
细胞 质 基质 54 
线粒体 22 
粗 面 内 质 网 池 9 
光 面 内 质 网 池 及 高 尔 基体 6 
细胞 核 6 
过 氧化 物 酶 体 1 
溶 酶 体 1 
胞 内 体 1 
表 12-2 两 种 真 核 细胞 中 各 种 膜 的 相对 数量 
占 细 胞 总 膜 量 的 百分比 /% 
Eis 肝 细 胞 胰腺 细胞 
细胞 膜 2 5 
粗 面 内 质 网 膜 35 60 
光 面 内 质 网 膜 16 < 一 1 
高 尔 基体 膜 7 10 
线粒体 
外 膜 7 4 
内 膜 32 17 
细胞 核 
内 膜 0.2 
De MHL 待定 
深 酶 体 膜 0.4 
过 氧化 物 酶 体 膜 0.4 
胞 内 体 膜 0.4 


:这 两 种 细胞 的 大 小 有 很 大 差别 : 肝 细胞 的 平均 体积 约 是 5000pm ,而 胰腺 细胞 的 平均 体积 是 1000pm? 。 细 胞 总 膜 面积 
大 约 分 别 是 110 000pm? 和 13 000mm? 。 


MMAM i iliad 
倍 〈 表 12-2)。 从 面积 和 质量 上 看 ， 大 小 ; 
部 分 真 核 细胞 的 质 膜 仅仅 是 次 要 的 膜 5 
结构 (图 12-2), 
包 被 膜 的 细胞 器 通常 在 细胞 质 基 


质 中 有 固定 的 位 置 。 例 如 ， 在 大 多 数 
细胞 中 ， 高 尔 基体 通常 很 靠近 细胞 核 ， 
而 内 质 网 的 管 腔 则 是 从 细胞 核 附 近 出 
发 ， 延 伸 至 整个 细胞 质 基质 。 细 胞 器 
的 特异 性 定位 是 由 细胞 器 和 细胞 骨架 
间 的 相互 作用 决定 的 。 例 如 ， 内 质 网 
和 高 尔 基体 的 定位 就 需要 依赖 完整 无 
损 的 微 管 列 阵 ， 如 果 微 管 被 某 种 试剂 
MR, 那么 高 尔 基体 将 会 断裂 成 碎片 
并 且 弥 散在 整个 细胞 中 ， 而 内 质 网 将 
会 朝向 细胞 中 心 崩 解 (讨论 见 第 16 
章 )。 


Sam 过 氧化 物 栈 休 RE 


图 12-2 ” 肝 细 胞 模 断 面 电 镜 照 片 局 部 
显示 大 部 分 主要 的 胞 内 分 隔 结构 
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膜 包 被 的 细胞 器 的 形态 学 关系 可 以 从 进化 发 生 的 角度 得 到 解释 


了 解 胞 内 分 隔 〈 即 细胞 器 ) 可 能 的 进化 途径 对 于 理解 它们 之 间 的 关系 是 非常 有 帮助 的 。 
最 早 的 真 核 细 胞 的 前 身 被 认为 是 和 细菌 相似 的 简单 生物 体 ， 拥 有 细胞 膜 却 没有 内 膜 系统 ， 因 
此 这 种 细胞 的 细胞 膜 必 须 行使 所 有 依赖 膜 的 功能 ， 包 括 泵 出 或 泵 入 离子 、ATP 的 合成 、 蛋 白 
质 的 分 泌 和 脂 类 的 合成 。 现 存 的 典型 真 核 细胞 和 典型 细菌 〈 如 E. coli) 相 比 ， 前 者 的 长 度 是 
后 者 的 10 一 30 倍 ， 体 积 是 后 者 的 1000 一 10 000 倍 ， 因 而 真 核 细 胞 的 比 表面 积 比 细菌 小 得 多 。 
申 于 真 核 细胞 的 细胞 膜 太 小 以 至 于 不 足以 承担 如 此 多 的 膜 功能 ， 因 而 广泛 分 布 的 内 膜 系统 就 
十分 必要 。 因 此 ， 大 量 内 膜 的 存在 也 可 以 看 作 是 对 细胞 体积 增加 的 一 种 适应 。 

显然 ， 内 膜 的 进化 伴随 着 膜 功 能 的 特 化 。 以 叶绿体 中 类 襄 体 的 产生 为 例 ， 这 些 类 圳 体 是 
在 植物 叶片 中 的 前 质 体 转变 为 叶绿体 的 过 程 中 产生 的 。 前 质 体 是 一 种 小 型 的 细胞 器 前 体 ， 存 
在 于 所 有 未 成 熟 的 植物 细胞 中 。 它 由 双 层 膜 包 被 ， 并 且 根 据 细胞 分 化 的 需要 转变 分 化 。 例 如 ， 
叶肉 细胞 中 的 前 质 体 转化 为 叶绿体 ， 而 在 其 他 类 型 的 细胞 中 前 质 体 则 转化 为 储存 淀粉 、 脂 肪 
和 色素 的 细胞 器 [图 12-3(A)]。 在 分 化 为 叶绿体 的 过 程 中 ， 前 质 体内 层 膜 上 会 出 现 一 些 特 化 
的 膜 结构 并 从 内 层 膜 上 分 离 下 来 ， 形 成 一 种 特 化 的 圳 泡 结构 ， 即 类 训 体 。 类 计 体 含有 叶绿体 
进行 光合 作用 所 需 的 整套 结构 [图 12-3(B)]。 


“A (B) 


质 体 家 族 | 


前 质 体内 有 anA 
的 特殊 区 域 


SCT 


叶绿体 


有 色 体 t 
eee ORGO 《执行 光合 作用 》 关于 体腔 
叶绿体 
ARAM 


图 12-3 质 体 的 转化 
CAD 前 质 体 和 植物 卵细胞 的 细胞 质 共 遗 传 。 当 未成 熟 的 植物 细胞 分 化 时 ， 前 质 体 根据 特定 细胞 的 需要 转化 为 叶 绿 
体 〈 在 绿色 叶肉 细胞 中 )、 积 累 淀 粉 〈 如 土豆 块茎 中 ) 或 油 和 脂 滴 (如 脂肪 种 子 中 ) 的 储藏 质 体 ， 或 储存 色素 的 有 
ik CHEE). (B) 类 章 体 的 发 生 。 在 叶绿体 形成 过 程 中 ， 前 质 体内 膜 上 的 特 化 膜 片段 内 折 脱 落 形 成 类 种 体 得 
泡 ， 进 而 形成 成 熟 的 类 赛 体 。 类 闪 体 膜 包 被 分 隔 一 个 独立 的 空间 ， 类 得 体腔 。 它 在 结构 和 功能 上 都 和 叶绿体 的 其 
他 部 分 不 同 。 在 叶绿体 繁殖 的 过 程 中 ， 类 地 体 可 以 自发 的 生长 分 列 


真 核 细胞 中 的 其 他 胞 内 分 隔 可 能 也 是 通过 相似 的 方式 起 源 发 生 的 [图 12-4(A)]。 从 细胞 
膜 上 分 离 的 特 化 内 膜 结构 ， 会 使 细胞 器 的 内 外 具有 相同 的 形态 结构 。 事 实 上 ， 包 括 内 质 网 、 
高 尔 基 体 、 胞 内 体 和 溶 酶 体 在 内 的 所 有 和 分 泌 、 内 否 途 径 相关 的 细胞 器 都 具有 这 种 形态 学 上 
的 相似 关系 ， 因 此 我 们 推断 这 些 细胞 器 可 能 是 同一 家 族 的 成 员 。 下 一 章 将 会 详细 地 讨论 这 些 
细胞 器 如 何 进行 广泛 的 物质 信息 交流 ， 以 及 它们 如 何 通过 不 断 出 芽 、 融 合 的 转运 泡 和 细胞 外 
环境 联系 图 12-5) 。 
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图 12-4 ”一些 腊 包 被 细胞 器 的 进化 起 源 假说 
线粒体 、 叶 绿 体 、 内 质 网 和 细胞 核 的 起 源 可 以 通过 这 些 真 核 细胞 包 内 分 隔 的 形态 学 关系 解释 。(A) 细胞核 和 内 质 网 进 
化 的 一 条 可 能 途径 。 在 某 些 细菌 中 仅 有 的 DNA 分 子 附着 在 质 膜 的 一 处 内 陷 上 。 在 古 原核 细胞 中 ， 这 种 内 陷 可 以 重 排 
形成 围绕 DNA 的 被 膜 ， 同 时 仍然 允许 DNA 接触 细胞 质 基质 〈 因 为 DNA 必须 指导 蛋白 质 的 合成 )。 这 层 膜 最 终 完全 从 
质 膜 上 分 离 下 来 ， 形 成 一 个 由 双 层 膜 包 被 的 细胞 核 。 如 图 所 示 ， 核 被 膜 核 孔 复合 体 穿 通 ， 由 于 细胞 核 被 两 层 在 核 孔 处 
连续 的 膜 包围 ， 细 胞 核 在 形态 结构 上 和 细胞 质 基质 一 致 。 事 实 上 ， 在 有 丝 分 裂 过 程 中 细胞 核 物质 和 细胞 质 混合 。 内 质 
网 腔 与 核 的 内 外 膜 间隙 相通 ， 并 且 和 细胞 外 间隙 的 形态 结构 一 致 。(B) 线粒体 〈 和 质 体 ) 被 认为 起 源 于 被 大 型 前 真 核 
细胞 存 噬 的 细菌 。 它 们 保留 着 自身 的 自主 性 。 这 可 以 解释 为 什么 两 种 细胞 器 的 内 腔 独 立 于 连接 许多 其 他 细胞 器 内 腔 的 
膜 运输 系统 之 外 


在 第 14 章 ， 我 们 将 讨论 线粒体 、 质 体 因 含有 自己 的 基因 组 而 和 其 他 有 膜 细胞 器 有 所 不 
同 。 这 些 基因 组 的 特征 以 及 两 种 细胞 器 蛋白 质 和 一 些 现存 细菌 蛋白 质 极其 相似 的 事实 ， 强 有 
力 地 说 明 线粒体 和 质 体 很 可 能 是 从 某 些 细菌 进化 而 来 的 。 这 些 细菌 起 初 和 一 些 细胞 共 栖 ， 进 
而 被 后 者 吞食 成 为 其 结构 的 一 部 分 。 根 据 图 12-4(B) 所 示 的 假说 ， 线 粒 体 和 质 体 的 内 层 膜 即 
原始 的 细菌 的 细胞 膜 ， 而 其 内 腔 则 从 细菌 的 细胞 质 基 质 进化 而 来 。 因 为 两 种 细胞 器 都 是 内 香 起 
源 ， 因 而 它们 被 双 层 膜 包 围 ， 独 立 于 连接 大 部 分 有 膜 细胞 器 和 细胞 外 界 的 膜 泡 运输 系统 之 外 。 
以 上 讨论 的 进化 假说 将 真 核 细 胞 的 胞 内 分 隔 分 成 了 4 个 家 族 。 〇 细胞 核 和 细胞 质 基质 ， 
它们 通过 核 孔 复 合体 相连 ， 在 形态 结构 上 是 连续 的 在 功能 上 是 相互 独立 的 ); @ 在 分 泌 和 内 
知 途 径 中 发 挥 作用 的 所 有 细胞 器 : 包括 内 质 网 、 高 尔 基体 、 胞 内 体 、 溶 酶 体 、 各 类 转运 中 间 
物 〈 如 转运 泡 ) 以 及 过 氧化 物 酶 体 ; CRER: 图 质 体 〈 仅 存在 于 植物 中 ) 。 
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粗糙 内 质 网 


高 尔 基体 。 内 涵 体 


图 12-5 真 核 细胞 分 泌 和 胞 知 途 径 中 所 涉及 细胞 器 的 形态 结构 关系 
形态 结构 相同 的 空间 用 红色 表示 。 大 体 而 言 ， 膜 的 出 芽 和 融合 周期 使 得 所 有 这 些 细胞 器 之 间 以 及 细胞 
器 和 细胞 外 环境 之 间 可 以 通过 运输 认 泡 相 联系 。 蓝 色 箭 头 指示 了 运输 网 络 中 的 输出 和 输入 途径 ， 这 将 
在 第 13 章 讨论 。 某 些 细胞 器 ， 如 线粒体 和 质 体 〈 仅 在 植物 细胞 中 ) 不 参加 图 中 所 示 的 运输 系统 


mm 
术 [过 氧化 物 栈 体 ] 
ARE 质 体 

肉质 网 
高 尔 基体 
晚期 内 涵 体 EE 
WWE 
早期 内 涵 体 
细胞 表面 


注 : 四国 门 控 的 运输 
= 横 跨 膜 的 运输 
Co -AzA 
图 12-6 蛋白 质 运输 的 简单 路 线 图 
蛋白 质 可 以 通过 门 控 运输 (红色 )、 跨 膜 运输 ( 蓝 色 ) 
RZA (绿色 ) 从 一 个 胞 内 分 隔 进 入 另 一 个 分 隔 . 
特定 蛋白 质 的 氨基 酸 序列 中 含有 引导 该 蛋白 质 通过 此 系 
统 某 一 路 径 进而 决定 蛋白 质 在 细胞 中 最 终 位 置 的 信号 序 
列 。 整 个 过 程 从 蛋白 质 在 细胞 质 基质 核糖 体 中 的 合成 开 
始 ， 到 蛋白 质 达 到 最 终 目的 地 结束 。 每 一 个 中 间 环 节 
( 框 ) 都 会 决定 蛋白 质 是 被 保留 在 这 个 细胞 器 中 还 是 继 
续 转 运 。 诛 则 上 说 ， 无 论 是 驻 留 还 是 输出 都 需要 一 个 信 
号 。 我 们 会 把 这 张 图 作为 向 导 在 本 章 和 下 一 章 中 反复 使 
用 。 颜色 标记 的 路 径 将 被 重点 讨论 
* 732。 


蛋白 质 可 以 在 各 分 隔 之 间 以 不 同 的 
方式 运动 


除了 少数 蛋白 质 在 线粒体 和 质 体内 的 核糖 体 
上 合成 ， 几 乎 所 有 的 蛋白 质 都 是 在 细胞 质 基质 中 
的 游离 核糖 体 上 开始 合成 的 。 这 些 蛋 白质 的 命运 
将 由 它们 自身 的 氨基 酸 序列 决定 ， 序 列 中 的 分 选 
信号 将 引导 蛋白 质 到 细胞 质 基质 外 的 其 他 位 置 
大 部 分 蛋白 质 没有 分 选 信 号 ， 因 此 它们 只 能 永久 
停留 在 细胞 质 基 质 中 。 然 而 那些 含有 特定 分 选 信 
号 的 蛋白 质 将 从 细胞 质 基质 被 运送 到 细胞 核 、 内 
质 网 、 线 粒 体 、 质 体 或 过 氧化 物 酶 体 。 分 选 信号 
还 可 以 引导 蛋白 质 经 内 质 网 被 运送 到 细胞 内 的 其 
他 目的 地 。 

为 了 理解 分 选 信号 是 如 何 发 挥 功 能 的 ， 必 须 
区 分 蛋白 质 在 胞 内 分 隔 间 运动 的 三 种 基本 途径 。 
图 12-6 概述 了 这 三 条 途径 的 各 个 步骤 ， 三 种 机 
制 具体 描述 如 下 ， 前 两 种 途径 将 在 本 章 详细 阅 
述 ， 第 三 种 途径 将 在 第 13 章 中 讨论 。 

1. 门 控 转 运 : 蛋白 质 在 细胞 质 基质 和 细胞 
核 之 间 的 转运 实际 上 是 经 核 孔 复合 体 在 一 个 形 
态 结构 一 致 的 连续 空间 内 转运 的 过 程 。 核 孔 复 
合体 好 像 一 个 具有 选择 性 的 闸门 ， 主 动 转运 特 
定 的 大 分 子 及 其 相似 物 ， 同 时 也 允许 小 分 子 自 
由 扩散 。 

2. 跨 膜 转运 : 膜 结 合 的 转运 蛋白 可 以 直接 
将 特定 的 蛋白 质 从 细胞 质 基质 跨 膜 运送 至 另 一 个 


形态 结构 完全 不 同 的 空间 中 。 被 转运 的 蛋白 质 
分 子 一 般 是 以 伸展 的 线性 状态 从 转运 蛋白 中 通 
过 。 细 胞 质 基质 蛋白 被 运送 至 内 质 网 管 腔 和 线 
粒 体 的 最 初 过 程 就 是 经 由 这 种 途径 实现 的 。 
3. 膜 泡 转运 : 膜 包 被 的 转运 中 间 物 〈 可 能 
是 小 球状 的 转运 泡 ， 或 较 大 的 、 不 规则 的 细胞 供 体 部 分 
器 残片 ) 可 以 把 蛋白 质 从 一 个 分 隔 运送 至 另 一 
个 分 隔 。 这 些 转运 泡 或 残片 从 原先 的 细胞 器 膜 
上 分 离 时 就 从 该 细胞 器 腔 内 携带 上 待 转运 蛋白 
质 ， 当 转运 中 间 物 和 另 一 个 细胞 器 融合 时 ， 便 


出 工事 泡 常 有 需 运 
输 的 内 党 物 


将 蛋白 质 印 载 到 这 个 细胞 器 内 (图 12-7)。 可 BF- 

溶性 蛋白 质 从 内 质 网 到 高 尔 基体 的 转运 便 是 通 

过 这 种 途径 。 因 为 被 转运 的 蛋白 质 不 跨 膜 ， 因 全 
而 腊 泡 转运 只 能 让 蛋白 质 在 形态 结构 相同 的 胞 we 


内 分 隔 间 运 动 (图 12-5) ,我 们 将 在 第 13 章 进 一 


步 讨论 膜 泡 运输 。 
这 3 种 转运 方式 通常 都 由 被 转运 蛋白 中 的 
分 选 信号 引导 发 生 。 在 转运 过 程 中 ， 分 选 信号 


会 被 互补 的 受 体 蛋 白 识别 。 例 如 ， 一 个 大 蛋白 
质 要 转运 进入 细胞 核 ， 那 么 这 个 蛋白 质 必 须 含 

有 可 被 受 体 蛋 白 识别 的 分 选 信号 ， 这 样 受 体 蛋 

白 才 能 引导 它 穿 过 核 孔 复合 体 。 如 果 一 种 蛋白 图 12-7 衰 泡 运输 过 程 中 的 出 芽 和 融合 

质 要 进行 跨 膜 转运， 那么 它 必须 含有 能 让 膜 结 运输 到 从 一 个 细胞 器 供 体 》 出 共和 另 一 个 细胞 器 
ARETE BURIED. FM, I ee ee CANN, em emanate 
蛋白 质 要 被 装载 到 特定 的 膜 泡 或 细胞 器 中 ， 它 。 运 , 共 体 腊 的 蛋白 质 和 脂 类 方向 仍 在 目标 受 体 膜 中 保 


t 信 > Fi 持 。 因 此 ， 膜 蛋白 始终 维持 不 对 称 定向 ， 朝 向 细胞 质 基 
Reee ye TRS SRL NAHE FE 


信号 序列 和 信和 号 斑 引 导 蛋 白质 至 细胞 内 的 正确 位 置 


至 少 存在 两 种 蛋白 质 分 选 信 号 。 一 种 在 于 舒展 的 连续 氨基 酸 序列 中 ， 一 般 具 有 15 一 60 个 
残 基 。 一 旦 分 选 完成 ， 蛋 白质 被 运送 至 目的 地 ， 一 些 信号 序列 将 被 特异 性 的 信号 肽 酶 从 成 熟 
蛋白 上 切除 。 另 一 种 分 选 信号 是 在 蛋白 质 折 笃 完成 后 ， 其 表面 的 原子 按 一 定 的 三 维 结构 排 布 
形成 的 。 形 成 这 种 信号 斑 的 氨基 酸 残 基 可 能 在 线性 氨基 酸 序 列 上 相距 很 远 ， 并 且 它 们 会 被 保 
留 在 成 熟 蛋白 中 ， 不 会 被 切除 〈 图 12-8)。 信 号 序列 用 于 将 蛋白 质 从 细胞 质 中 引导 至 内 质 网 
中 、 线 粒 体 、 叶 绿 体 、 过 氧化 物 酶 体 中 ， 也 用 于 将 蛋白 质 从 细胞 核 中 引导 至 细胞 质 中 、 从 高 
尔 基体 引导 至 内 质 网 中 。 引 导 蛋 白质 从 细胞 质 进入 细胞 核 的 分 选 信 号 可 以 是 短信 号 序列 或 者 
是 较 长 的 易 折 秋 成 信号 斑 的 序列 。 此 外 ， 信 号 斑 还 可 以 引导 新 合成 的 降解 酶 进入 溶 酶 体 中 。 

每 一 种 信号 序列 都 具体 对 应 细胞 内 的 一 个 特定 目的 地 。 最 初 被 运送 至 内 质 网 的 蛋白 质 通 
常 在 N 端 具有 由 5 一 10 个 朴 水 氨基 酸 组 成 的 信号 序列 。 这 些 蛋白 质 继而 从 内 质 网 被 运送 至 高 
尔 基体 中 ; 但 如 果 在 这 些 蛋 白质 的 C 端 有 一 个 4 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 特异 性 序列 ， 它 们 将 被 
识别 为 内 质 网 蛋白 质 而 被 重新 运 回 内 质 网 中 。 定 位 于 线粒体 的 蛋白 质 具 有 另 一 种 信号 序列 ， 
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w 展开 蛋白 


信号 疯 区 域 
图 12-8 ”蛋白质 中 两 种 分 选 信号 的 形成 
CAD 信号 仅 存在 于 氨基 酸 序列 的 单一 片段 上 ， 暴 圳 于 折 秋 蛋白 质 表面 ， 称 为 信号 序列 。 信 号 序列 经 常 处 于 多 及 
链 的 末端 (如 图 所 示 )， 但 也 可 处 于 内 部 。(B) 蛋白 质 折 和 登 前 ， 处 于 多 肽 链 上 彼此 分 离 的 不 同位 置 的 氨基 酸 聚 
集 并 置 形成 信号 斑 〈 如 图 所 示 )。 此 外 ， 折 香 蛋 白 表 面具 有 固定 距离 的 分 离 片段 也 能 形成 信和 号 


在 这 种 信号 序列 中 带 正 电 的 氨基 酸 和 朴 水 氨基 酸 交替 排列 。 定 位 于 过 氧化 物 酶 体 的 蛋白 质 在 
其 C 端 具有 3 个 特征 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 。 

表 12-3 列举 了 一 些 特异 性 的 信号 序列 。 已 有 实验 支持 ， 这 些 信号 序列 在 蛋白 质 定位 的 过 
程 中 发 挥 了 重要 作用 。 实 验 中 利用 基因 工程 技术 将 信号 肽 从 一 种 蛋白 质 转移 至 另 一 种 蛋白 质 
上 。 例如， 将 N 端 内 质 网 信号 序列 转移 至 细胞 质 蛋 白 的 N 端 ， 则 本 应 在 细胞 质 中 的 蛋白 质 转 
移 至 内 质 网 中 。 因 此 ， 信 号 序列 的 存在 是 蛋白 质 的 定位 的 充分 必要 条 件 。 即 使 氨基 酸 顺 序 有 
司 ， 目 的 地 相同 的 所 有 蛋白 质 的 信号 序列 在 功能 上 是 等 价 的 ， 它 们 的 物理 性 质 ， 如 
六 号 识别 的 过 程 中 往往 要 比 氨基 酸 序列 重要 。 

表 12-3 一 些 典型 的 信号 序列 

MICO 信号 序列 举例 


Import into nucleus Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val 


Export from nucleus -Leu-AlaL -Leu-Ala-Gly-Leu-Asp-lle- 

Import into mitochondria + Hy N-Met-Leu-Ser-Leu-Arg Gln-Ser-He-Arg-Phe- Phe-Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr 
LeurCys Ser Ser-Arg-Tyr-Leu-Leu 

Import into plastid + HyN-Met- Val- Ala- Met-Ala- Met-Ala- Ser-Lew Gln Ser-Ser-Met-Ser-Ser- Leu-Ser- Lew Ser- 
Ser-Asn-Ser-Phe Lew Gly-Gln- Pro-Lew Ser Pro-Ile-Thr-Leu-Ser Pro Phe-Leu-Glr-Gly- 

Import into peroxisomes -SerLysLeu-COO- 

Import into ER + HyN-Met-Met-Ser-Phe-Val-Ser-Leu-Leu-Leu-Val-Gly-He-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr- 
Glu-Alo-Glu-Gln- Leu-Thr Lys-Cys-Glu-Val-Phe Gln- 

Return to ER -Lys-Asp-Glu-Leu-COO~ 


注 :不 同 信和 号 序列 的 某 些 典 型 特征 被 颜色 标记 。 对 于 信号 序列 的 功能 特别 重要 的 残 基 , 用 红色 标记 了 带 正 电荷 的 , 绿 
色 标 记 了 带 负 电荷 的 。 相 似 地 ,重要 的 玻 水 性 氨基 酸 用 黄色 标记 ,重要 的 羟基 化 氨基 酸 用 蓝 色 标记 。* Ha N 表示 蛋白 质 的 
N 端 ,COO- 表示 C 端 。 


信号 斑 比 信号 序列 更 难以 分 析 ， 所 以 对 它们 的 结构 了 解 得 更 少 。 由 于 它们 的 功能 往往 来 
源 于 复杂 的 蛋白 质 三 维 折 香 模 式 ， 因 此 很 难 在 维持 这 种 结构 的 情况 下 从 一 种 蛋白 质 转移 至 另 
一 种 蛋白 质 。 

两 种 分 选 信号 都 被 互补 的 分 选 受 体 识 别 ， 后 者 引导 蛋白 质 到 达 目 的 地 后 将 其 印 载 于 此 。 
受 体 行使 着 类 似 催化 剂 的 功能 : 当 完成 一 次 定位 后 ， 它 们 会 回 到 原来 的 位 置 以 供 再 次 使 用 。 
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大 部 分 分 选 受 体 识别 多 种 蛋白 质 ， 
到 细胞 中 的 正确 位 置 。 


因此 它们 可 被 看 作 公共 的 运输 系统 ， 负 责 将 各 种 成 分 运送 


专题 12-1 显示 了 研究 蛋白 质 如 何 从 细胞 质 基质 中 被 引导 至 特定 的 分 隔 中 以 及 蛋白 质 如 何 


跨 膜 的 主要 方法 。 
专题 12-1 


研究 信号 序列 和 蛋白 质 跨 膜 运 输 的 方法 


转 染 方法 以 确定 信号 序列 

一 种 显示 信号 序列 是 将 蛋白 质 定位 
于 指定 包 内 分 隔 的 充分 必要 条 件 的 方法 
是 制作 融合 蛋白 : 用 基因 工程 技术 将 信 
号 序列 和 一 个 本 应 驻 留 在 细胞 质 基质 中 
的 蛋白 质 相连 ， 当 编码 这 个 融合 蛋白 的 
cDNA 被 转 染 进入 细胞 后 ， 用 免疫 染色 或 
分 级 分 离 的 方法 确定 融合 蛋白 的 位 置 。 
通过 定点 诱 变 改变 信号 序列 ， 就 可 以 确 
定 序列 中 哪 一 部 分 对 信号 功能 最 重要 。 


信号 序列 或 b 基因 编码 的 细胞 质 蛋 白 


人 as 


Goe 
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研究 蛋白 质 易 位 机 制 的 一 种 生化 方法 

在 这 种 方法 中 ， 一 个 含有 特异 性 信号 序列 的 标记 蛋白 质 被 
输入 体外 已 被 分 离 的 细胞 器 。 被 标记 蛋白 质 通常 经 由 编码 蛋白 
质 的 分 离 纯化 mRNA 的 体外 翻译 得 到 。 放 射 性 氨基 酸 用 于 标记 
新 合成 的 蛋白 质 ， 以 便 和 已 经 存在 于 体外 翻译 系统 中 的 众多 其 
他 蛋白 质 相 分 离 。 

有 三 种 方法 经 常用 于 检测 被 标记 的 蛋白 质 是 否 已 经 易 位 进 
入 细胞 器 : 
1. 离心 过 程 中 ,被 标记 蛋白 2. 信号 序列 被 细胞 器 内 的 特异 性 蛋 
质 和 细胞 器 共 分 级 分 离 出 来 。 白 酶 切除 。 
无 细胞 器 的 钙化 

有 细胞 器 的 卿 化 


__/& 
-< 


Eases} 
SDS 胶 上 的 放射 性 全 白 


3. 将 蛋白 酶 加 入 培养 基 中 ， 
蛋白 质 可 以 不 被 降解 ， 但 若 
先 加 入 去 污 剂 破坏 细胞 器 的 


+ 

Poe os KA © 

膜 ， 再 加 入 蛋白 酶 后 蛋白 质 无 洗 洁 剂 添加 洗 洁 剂 
被 降解 。 


研究 蛋白 质 易 位 机 制 的 遗传 学 方法 


Sy RHA 
(BEM sce 
N 本 在 胞 质 中 
ae 无 组 所 酸 作 
也 存活 


迁移 装置 


改造 后 的 酵母 细胞 


定向 在 ER: 


不 是 所 有 的 酶 
入 ER: 细胞 无 
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营养 物 则 死 


利用 这 种 体外 分 析 方 法 ， 可 以 确定 哪些 成 分 (蛋白质 、ATP、 
GTP 等 ) 对 于 易 位 是 必需 的 。 


编码 易 位 装置 结构 成 分 的 基因 突变 酵母 细胞 一 直 是 研究 蛋 
白质 易 位 的 得 力 工具 。 因 为 不 能 进行 蛋白 质 跨 膜 易 位 的 细胞 将 
会 死亡 ， 所 以 实验 的 关键 是 设计 一 种 方法 ， 使 得 仅 引起 蛋白 质 
易 位 部 分 缺陷 的 弱 突变 株 被 分 离 出 来 。 

一 种 方法 利用 基因 工程 来 设计 一 种 特殊 的 酵母 细胞 。 例 如 ， 
组 胺 醇 脱 氢 酶 在 正常 情况 下 存在 于 细胞 质 基质 中 ， 催 化 组 胺 醇 
产生 必需 氨基 酸 组 氨 酸 。 在 构建 的 酵母 细胞 中 ， 原 先 的 组 胺 醇 
脱氧 酶 基因 被 一 个 经 过 基因 工程 修饰 ， 添 加 了 信号 序列 的 融合 
蛋白 基因 所 取代 ， 因 而 这 个 酶 将 被 错误 运送 至 内 质 网 (ER) 中 。 
当 这 种 细胞 在 没有 组 氨 酸 的 环境 中 生长 时 ， 由 于 所 有 的 组 胺 醇 
脱氧 酶 都 被 隔离 在 内 质 网 中 而 无 法 被 使 用 ， 细 胞 将 死亡 。 然 而 
部 分 抑制 从 细胞 质 基 质 到 内 质 网 蛋白 质 易 位 的 突变 细胞 则 可 以 
存活 下 来 ， 因 为 有 足够 的 组 胺 醇 脱 氢 酶 驻 留 在 细胞 质 基质 中 催 
化 组 氨 酸 的 产生 。 通 常 可 以 筛选 突变 蛋白 在 常温 仍 具 有 部 分 功 
能 而 在 高 温 下 完全 失去 功能 的 细胞 。 不 管 有 无 组 氨 酸 存在 ， 携 
带 有 这 种 温度 敏感 型 突变 基因 的 细胞 在 高 温 下 都 会 死亡 ， 因 为 
任何 蛋白 质 都 无 法 被 转运 进入 内 质 网 。 这 样 ， 通 过 将 携带 有 酵 
母 基因 组 DNA 随机 克隆 片段 的 酵母 质粒 载体 转 染 突变 细胞 ， 就 
可 以 确定 突变 基因 所 对 应 的 正常 基因 : 因为 能 够 使 突变 细胞 在 
高 温 下 生长 的 起 补救 作用 的 DNA 片段 应 编码 突变 基因 对 应 的 野 
生 型 蛋白 质 。 
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大 部 分 膜 包 被 细胞 器 并 不 是 从 头 形成 : 细胞 器 自身 提供 必需 信息 


当 细 胞 通过 分 裂 增殖 时 ， 它 必须 复制 膜 包 被 细胞 器 。 大 体 而 言 ， 细 胞 通过 不 断 融 人 新 分 
子 来 增 大 细胞 器 ;然后 增 大 的 细胞 器 分 裂 并 被 分 配 到 两 个 子 细胞 中 去 。 因 此 ， 每 个 子 细胞 从 
母 细 胞 中 继承 了 一 整套 特殊 的 细胞 膜 系统 。 这 种 继承 非常 必要 ， 因 为 细胞 不 能 从 头 开始 形成 
这 些 膜 系统 。 例 如 ， 如 果 将 内 质 网 从 细胞 中 完全 除去 ， 细 胞 就 不 能 重建 它 。 正 如 在 下 文 将 讨 
论 的 ， 定 义 内 质 网 并 且 行 使 很 多 功能 的 膜 蛋 白 是 由 内 质 网 自身 产生 的 ， 如 果 没 有 先前 存在 的 
内 质 网 ， 或 者 没有 含有 选择 性 输入 蛋白 质 进入 内 质 网 的 易 位 体 的 特定 膜 〈 包 括 内 质 网 特异 性 
易 位 体 自 身 )， 就 不 能 形成 新 的 内 质 网 。 线 粒 体 、 质 体 和 过 氧化 物 酶 体 也 是 如 此 。 

因此 ， 构 建 膜 包 被 细胞 器 的 信息 似乎 并 不 仅仅 存在 于 编码 细胞 器 特定 蛋白 质 的 DNA 中 。 
前 已 存在 的 细胞 器 膜 蛋白 中 的 表 位 遗传 信 息 也 必须 参与 到 这 一 构建 过 程 中 来 ， 并 通过 细胞 器 
从 亲 代 细胞 传递 到 子 代 细 胞 。 这 种 信息 对 细胞 器 的 繁殖 可 能 是 必需 的 ， 如 同 DNA 中 的 信息 
对 细胞 核 苷 酸 和 氨基 酸 序 列 的 繁殖 的 重要 性 。 

正如 第 13 章 即将 详细 讨论 的 ， 从 内 质 网 不 断 脱落 下 来 的 囊 泡 仅 包 含 特定 的 内 质 网 蛋白 
质 ， 因 而 它们 具有 和 内 质 网 不 同 的 组 成 成 分 。 相 似 地 ， 细 胞 膜 也 不 断 产生 特殊 的 胞 吞 囊 泡 。 
因此 ， 某 些 膜 包 被 细胞 器 可 以 从 其 他 细胞 器 形成 ， 并 不 一 定 是 在 细胞 分 裂 过 程 中 从 亲 代 细胞 
器 遗传 继承 的 。 


小 结 


真 核 细胞 的 内 膜 系统 包 被 了 将 近 一 丰 的 细胞 体积 ， 将 从 称 为 细胞 器 的 胞 内 分 隔 独立 出 来 。 
所 有 细胞 器 中 都 具有 的 主要 膜 包 被 细胞 器 有 内 质 网 、 高 尔 基体 、 细 胞 核 、 线 粒 体 、 溶 酶 体 、 
胞 内 体 和 过 氧化 物 酶 体 ; 植物 细胞 还 含有 质 体 ， 如 叶绿体 。 每 种 细胞 器 都 含有 一 套 特 殊 的 蛋 
白质 来 行使 自身 的 特殊 功能 。 

每 种 新 合成 的 蛋白 质 必须 从 合成 它们 的 核糖 体 进入 细胞 器 行使 功能 。 这 一 过 程 通过 蛋白 
质 氨 基 酸 序列 中 的 信号 序列 或 信号 斑 介 导 的 特殊 途径 完成 。 信 号 序列 和 信号 班 互补 的 分 选 受 
体 识 别 ， 后 者 将 蛋白 质 定位 在 指定 细胞 器 中 。 在 细胞 质 基质 中 行使 功能 的 蛋白 质 不 含 分 选 信 
号 ， 因 此 ， 合 成 后 始终 停留 在 细胞 质 基质 中 。 

在 细胞 分 裂 过 程 中 ， 内 质 网 和 线粒体 等 细胞 器 被 完整 分 配 到 子 细胞 中 。 这 些 细胞 器 中 所 
含 的 菜 些 信息 对 于 它们 的 构建 是 必需 的 ， 因 此 细胞 器 不 是 从 头 开 始 合成 的 。 


细胞 核 和 细胞 质 间 的 分 子 运输 


核 被 膜 负 责 包围 DNA 并 限定 细胞 核 的 区 域 ， 它 由 两 层 膜 组 成 ， 其 上 穿插 有 核 孔 复合 体 
(图 12-9)。 虽 然 内 核 膜 和 外 核 膜 是 连续 的 ， 但 其 蛋白 质 成 分 不 同 。 内 核 膜 上 有 特殊 的 蛋白 质 
为 染色 质 与 核 纤 层 蛋白 网 络 结构 的 结合 提供 结合 位 点 ， 核 纤 层 的 作用 是 为 内 膜 提 供 结构 支持 。 
内 核 膜 外 的 外 核 膜 和 内 质 网 形成 连续 的 结构 。 与 这 一 章 的 未 尾 将 要 讨论 的 内 质 网 膜 一 样 ， 外 
核 膜 上 也 布 满 负责 蛋白 质 合成 的 核糖 体 ， 巾 这 些 核糖 体 合成 的 蛋白 质 被 运 至 内 核 膜 和 外 核 腊 
间 的 间隙 ( 核 周 间隙 )、 核 周 间 陈 和 内 质 网 腔 是 连通 的 《图 12-9) 。 

细胞 质 基质 和 细胞 核 之 间 存 在 持续 的 双向 运输 。 在 细胞 核 中 行使 功能 的 蛋白 质 ， 如 组 蛋 
白 、DNA 和 RNA 聚合 酶 、 基 因 调节 蛋白 和 RNA 转录 后 加 工 和 蛋白 一 一 在 细胞 质 基质 中 产生 ， 


被 选择 输入 细胞 核 。 同 时 ，tRNA 和 mRNA 在 细胞 核 中 合成 ， 然 后 被 输出 进入 细胞 质 基 质 。 
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和 输入 过 程 一 样 ， 输 出 过 程 也 是 选择 性 的 ; 例如 ， 
mRNA 只 有 经 核 内 RNA 转录 后 加 工 的 正确 修饰 才 
能 被 输出 。 一 些 情况 下 运输 过 程 十 分 复杂 。 例 如 ， 
在 细胞 质 基质 中 合成 的 核糖 体 蛋白 质 被 输入 细胞 核 ， 
然后 和 细胞 核 内 新 合成 的 核糖 体 RNA 装配 形成 颗 
粒 ， 再 作为 核糖 体 亚 基 的 一 部 分 输入 细胞 质 基质 。 
这 其 中 的 每 一 步 都 需要 核 被 膜 的 选择 性 运输 。 

核 孔 复 合体 贯穿 核 被 膜 

所 有 真 核 细 胞 的 核 被 膜 上 都 布 满 一 种 称 为 核 孔 
复合 体 的 大 型 精巧 结构 ， 并 被 其 贯穿 。 动 物 细胞 每 
个 核 孔 复合 体 的 相对 分 子 质量 是 125 000 000, 由 至 少 
50 种 不 同 的 蛋白 质 组 成 。 这 些 蛋白 质 称 为 核 孔 蛋白 ， 
在 核 筷 处 以 八 面体 对 称 形式 排 布 (图 12-10) 。 

一 般 来 说 ， 细 胞 核 内 的 转录 越 活跃 ， 核 被 膜 上 
的 核 孔 复合 体 数 就 越 多 。 一 个 典型 的 哺乳 动物 细胞 
核 被 膜 上 有 3000 一 4000 个 核 孔 复合 体 。 如 果 细 胞 正 
进行 DNA 复制 ， 每 3min 需要 从 细胞 质 基质 向 核 运 
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核 孔 复合 
图 12-9 核 被 膜 
双 层 核 被 膜 被 核 孔 复合 体 穿 透 并 和 内 质 网 连通 。 图 中 
没有 显示 和 内 质 网 膜 胞 质 面 以 及 和 外 核 膜 相 结合 的 核 
精 体 。 核 纤 层 是 一 个 在 内 核 膜 下 的 纤维 网 状 结 
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图 12-10 核 孔 复合 体 在 核 被 膜 中 的 结构 安排 
CA) 核 筷 复合 体 的 一 小 部 分 。 在 截面 中 ， 一 个 核 孔 复 合体 似乎 具有 4 个 结构 区 域 ， 柱状 亚 单位 ， 形 成 孔道 的 墙壁 ， 环 带 
亚 单位 ， 向 核 孔 中 心 伸展 出 “ 辐 ”( 未 显示 ); 腔 内 亚 单位 ， 含 有 将 复合 体 锚 定 在 核 膜 上 的 跨 膜 蛋 白 ， 核 质 环 ， 形 成 复合 
体 的 胞 质 面 和 核 质 面 。 此 外 ， 原 纤维 从 复合 体 的 胞 质 面 和 核 质 面 伸 出 ， 在 核 质 面 ， 原 纤维 聚集 形成 篮 状 结构 。 利 用 免疫 
电子 显微镜 技术 进行 的 定位 研究 显示 组 成 核 孔 复合 体 核心 的 蛋白 质 对 称 地 分 配 在 核 被 膜 中 ， 因 而 核 质 面 和 胞 质 面 看 起 来 
相同 。 这 和 组 成 原 纤维 的 蛋白 质 不 同 ， 后 者 在 核 质 面 和 胞 质 面 的 结构 是 不 同 的 。(B》 孵 母 细胞 核 被 腊 核 质 面 的 扫描 电镜 
照片 。(C) 核 筷 处 内 核 腊 和 外 核 膜 的 连续 在 这 张 超 薄 切 片 电镜 照片 中 非常 明显 。 了 照片 显 示 了 两 个 核 孔 复合 体 的 旁 侧 结 
《括号 中 )。(D) 这 张 电 镜 照片 显示 了 经 去 污 剂 抽 提 除去 膜 后 负 巢 核 孔 复合 体 的 正面 图 像 


KEATS, 


AKH 106 4 EES F HALE A LAY DNA 形成 染色 质 ， 则 每 个 核 孔 复合 体 每 分 钟 要 运 
人 100 个 组 蛋白 分 子 。 如 果 细 胞 处 于 快速 生长 期 ， 每 个 核 孔 复合 体 每 分 钟 需要 从 细胞 核 中 运 
出 大 约 6 个 新 装配 的 核糖 体 大 亚 基 和 小 亚 基 至 细胞 质 基质 中 以 供 使 用 。 这 些 只 占 通过 核 孔 复 
合体 的 流量 的 一 小 部 分 。 

每 一 核 孔 复合 体 含有 一 到 多 个 开放 的 水 通道 ， 小 的 水 溶性 分 子 可 通过 其 进行 被 动 的 自由 
扩散 。 将 被 标记 的 不 同 大 小 的 水 溶性 分 子 注入 细胞 质 基质 ， 然 后 测定 它们 扩散 进入 细胞 核 的 
速率 ， 以 此 来 决定 通道 的 有 效 大 小 。 小 分 子 5000kDa 以 下 ) 的 自由 扩散 速度 非常 快 以 至 于 
核 被 膜 对 于 它们 来 说 是 完全 通 透 的 。17 000kDa 的 蛋白 质 需要 2min 才能 在 细胞 质 基质 和 细胞 
核 之 间 达 到 平衡 ， 而 大 于 60 000kDa 的 蛋白 质 则 几乎 不 能 进入 细胞 核 。 对 这 些 数据 的 定量 分 析 
说 明 核 孔 复合 体 为 自由 扩散 提供 了 一 个 长 为 15nm， 直 径 为 9nm， 充 满 水 的 柱 形 通道 ， 这 样 的 
通道 只 占 核 孔 复合 体 总 体积 的 很 小 一 部 分 (图 12-11) 。 
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通过 自动 运输 进入 
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图 12-11 通过 核 孔 复 合体 的 可 能 的 自由 扩散 途径 
图 中 捅 入 核 筷 的 假想 图 (灰色) 将 开放 的 通道 的 大 小 限定 为 9nm， 这 是 通过 扩散 测定 估计 的 孔道 大 小 。9nm 的 直径 要 比 电 
镜 照 片 中 核 孔 复合 体 所 清晰 显示 的 中 心 开放 通道 小 很 多 ， 同 时 也 比 主动 转运 中 孔道 的 开放 程度 小 ， 因 为 主动 转运 中 核 孔 可 
以 膨胀 到 以 使 直径 达 26nm 的 颗粒 通过 箭头 )。 因 此 ， 在 准备 电镜 样品 的 过 程 中 可 能 有 一 些 核 孔 成 分 丢失 了 ， 这些 丢 失 的 
成 分 可 能 限制 了 通过 核 孔 的 自由 扩散 。 这 些 成 分 可 能 形成 了 一 个 环 〈 或 塞 )， 它 们 的 开 合 使 得 具有 分 选 信号 的 大 颗粒 在 主 
动 转运 过 程 中 进 和 细胞核 (下文 讨论 )。 虽 然 在 一 些 处 理 条 件 下 可 以 看 到 塞 结构 ， 但 它们 究竟 是 核 孔 复合 体 的 成 分 还 是 正 
在 通过 核 孔 的 物质 尚 不 清楚 。 计 算 机 三 维 重建 显示 允许 自由 扩散 的 通道 可 能 靠近 核 孔 复合 体 的 周边 ， 在 柱状 亚 单位 之 间 而 
不 是 在 核 孔 中 央 [图 12-10(A)]， 这 意味 着 被 动 扩散 和 主动 转运 发 生 在 核 孔 复合 体 的 不 同 区 域 


因为 很 多 细胞 蛋白 质 都 大 得 难以 以 自由 扩散 的 方式 通过 核 孔 复合 体 ， 所 以 核 被 膜 使 细胞 
核 和 细胞 质 基质 含有 不 同 的 蛋白 质 成 分 。 以 成 熟 的 细胞 质 核糖 体 为 例 ， 其 直径 大 约 30nm， 因 
而 不 能 以 扩散 的 方式 通过 孔径 为 9nm 的 通道 进入 细胞 核 ; 这 种 隔离 确保 蛋白 质 的 合成 仅 在 细 
胞 质 基质 中 进行 。 那 么 细胞 核 如 何 输出 新 生产 的 核糖 体 亚 基 或 输入 像 DNA 或 RNA 这 样 亚 基 
分 子 质量 达到 100 000 一 200 000kDa 的 大 分 子 呢 ? 正如 下 文 所 述 ， 上 述 大 分 子 与 其 他 蛋白 质 和 
RNA 分 子 结合 特异 性 蛋白 质 受 体 ， 后 者 运送 其 通过 核 孔 复合 体 主 动 输入 细胞 核 。 


核定 位 信号 引导 核 内 蛋白 进入 细胞 核 


若 通过 实验 手段 将 蛋白 质 从 细胞 核 内 抽 提 出 来 再 重新 导 人 细胞 质 基 质 中 〈 如 通过 实验 在 
细胞 膜 上 诱导 孔 形成 )， 即 使 是 很 大 的 蛋白 质 也 会 高 效 地 重新 聚集 于 细胞 核 中 。 这 种 选择 性 核 
运 人 过 程 是 核定 位 信号 (NLS) 作用 的 结果 ，NLS 仅 存 在 于 核 内 蛋白 上 。 通 过 重组 DNA ik 
术 , 已 经 定义 了 许多 核 内 蛋白 的 信号 (图 12-12)。 如 前 所 述 ， 核 区 定位 信号 可 以 是 信号 序列 
或 信号 班 。 大 多 数 核 内 蛋白 的 NLS 由 1 或 2 个 富 含 正 电 荷 氨基 酸 〈 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 ) 的 短 序 
列 构成 〈 表 12-3) ， 但 不 同 核 内 蛋白 的 精确 序列 有 所 区 别 。 核 内 其 他 蛋白 具有 不 同 的 信号 ， 其 
中 一 些 尚未 加 以 鉴定 。 
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图 12-12 核定 位 信号 的 功能 


免疫 荧光 照片 显 


含有 或 缺乏 核定 位 信号 短 肽 的 SV40 病毒 工 抗原 在 细胞 中 的 位 置 。(A) 正常 的 T 抗 原 蛋白 含 


有 一 个 图 中 标注 出 氨 酸 短 肽 ， 它 被 转运 至 细胞 核发 挥 作用 ， 如 利用 抗 抗原 的 抗体 进行 的 免疫 荧光 染色 
所 示 。(B) 核定 位 信号 被 改变 〈 一 个 苏 氨 酸 残 基 代替 一 个 赖 氨 酸 残 基 ) 的 T- 抗 原 驻 留 在 细胞 质 基质 中 


已 鉴定 的 这 些 信号 可 以 定位 于 氨基 酸 序列 的 任何 位 置 并 在 蛋白 质 表面 形成 环 或 班 。 甚 至 
当 其 以 短 肽 链 的 形式 连接 细胞 质 基质 蛋白 质 表面 的 赖 氨 酸 侧 链 时 ， 很 多 核定 位 信号 仍 能 发 挥 


功能 。 这 说 明 信 和 号 在 核 蛋白 氨基 酸 序 列 内 的 具体 位 置 
并 不 重要 。 


通过 包 被 核定 微粒 可 以 直接 观察 到 核 
蛋白 的 核 孔 复合 体 转 先 将 微粒 注入 细胞 质 基质 ， 


再 用 电子 显微镜 追踪 这 些微 粒 的 路 径 (图 12-13)。 对 
不 同 大 小 金 微粒 的 研究 表明 ， 在 转运 过 程 中 核 孔 复合 
体 通道 开口 直径 可 以 膨胀 至 大 约 26nm。 核 孔 复合 体 
中 心 的 一 个 装置 似乎 行使 着 “紧身 圈 ” 的 功能 ， 其 开 
放 程度 恰好 允许 被 转运 物 通过 (图 12-11)。 然 而 ， 门 
控 机 制 的 分 子 基础 仍 尚 未 揭 开 。 
经 过 核 孔 复合 体 的 大 分 子 转运 机 制 和 跨 其 他 细胞 
膜 的 蛋白 质 转运 机 制 有 根本 的 区 别 ， 前 者 通过 大 的 
道 完成 而 后 者 通过 跨越 一 至 多 层 类 脂 双 层 膜 的 蛋 
实现 。 由 于 这 一 差别 ， 核 蛋白 可 以 完全 折 
三 的 构象 通过 核 孔 复 合体 。 相 反 地 ， 新 合成 的 核糖 体 
亚 基 在 组 装 完成 后 输出 细胞 核 。 相 比 之 下 ， 和 蛋白 质 转 
他 大 多 数 细胞 器 时 必须 处 于 完全 未 折 释 的 状 
态 ， 这 将 会 在 下 文中 进一步 讨论 。 从 电子 显微镜 观察 
可 知 ， 一 些 非常 大 的 颗粒 在 穿 过 核 孔 复合 体 时 会 受到 
- 定 限制 ， 以 至 于 它们 必须 从 孔道 中 挤 过 。 这 说 明 至 
少 一 些 物质 在 通过 核 孔 复合 体 时 必须 适当 改变 自身 结 
构 。 如 第 6 章 所 述 ， 此 过 程 已 通过 对 大 型 mRNA 分 子 
输出 的 研究 被 更 好 的 认识 (图 6-39). 


核 胞 质 100 nm 


12-13 ”使 核 孔 复合 体 主 动 转运 可 视 化 
这 一 组 电镜 照片 显示 被 含有 核定 位 信号 的 肽 链 包 
被 的 胶体 金 微粒 第 头 ) 通 过 核 孔 复合 体 进入 细 
胞 核 。 金 微粒 被 注入 活体 细胞 ， 然 后 在 注 人 后 的 
不 同时 间 将 细胞 周 定 ， 准 备 电镜 观察 ， 在 最 初 
《10min)， 金 微粒 接近 核 孔 复合 体 的 胞 质 原 纤维 ， 
进而 转移 至 核 孔 复合 体 的 中 心 。 此 处 它们 先 出 现 
在 核 被 膜 胞 质 面 上 (30min 和 40min) 然后 出 现 
在 核 质 面 上 (50min)。 这些 金 微粒 的 直径 要 比 核 
孔 复合 体 的 扩散 通道 大 得 多 ， 说 明 核 孔 被 诱导 变 
大 以 允许 主动 转运 物 的 通过 


细胞 核 输入 受 体 结合 核定 位 信号 和 核 孔 蛋白 
大 多 数 核定 位 信号 必须 被 细胞 核 输入 受 体 识别 后 才能 引发 核 输入 ， 这 些 核 输入 受 体 由 一 
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个 相关 基因 家 族 编码 。 家 族 中 每 个 成 员 编码 一 种 细胞 核 输入 受 体 ， 每 种 输入 受 体 专 一 转运 一 
组 具有 相似 核定 位 信号 结构 的 核 内 蛋白 [图 12-14(A)]。 


BCH BHR. BRAS 核 输入 接头 蛋白 


被 转运 蛋白 4 


核 输 入 受 体 核定 位 信号 
(A) (B) 


图 12-14 细胞核 输入 受 体 
CA) 很 多 细胞 核 输入 受 体 既 和 核 孔 蛋白 结合 又 和 被 转运 蛋白 上 的 核定 位 信号 结合 ， 示 例 中 的 
被 转运 蛋白 1、2、3 含有 不 同 的 核定 位 信号 ， 导 致 它们 结合 不 同 的 核 输入 受 体 。(B) 被 转运 蛋 
白 4 需要 一 个 接头 蛋白 结合 它 的 核 输入 受 体 。 接 头 蛋白 在 结构 上 和 核 输入 受 体 相关 并 且 识别 被 
转运 蛋白 的 核定 位 信号 。 接 头 蛋白 也 含有 可 以 结合 一 个 输入 受 体 的 核定 位 信号 


输入 受 体 是 可 溶性 的 细胞 质 基 质 蛋白 ， 它 结合 待 转运 蛋白 的 核定 位 信号 和 核 孔 蛋白 ， 其 
中 一 些 核 孔 蛋白 形成 触须 状 的 原 纤维 ， 从 核 孔 复合 体 的 边缘 伸展 至 细胞 质 基质 中 。 原 纤维 和 
其 他 核 孔 蛋白 具有 大 量 短 氨 基 酸 重复 序列 ， 这 些 重复 序列 因为 含有 苯 丙 氨 酸 和 甘氨酸 而 被 称 
为 FG 重复 序列 〈 用 氨基 酸 的 单字 母 缩写 命名 ， 讨论 见 第 5 章 )。FG 重复 序列 是 输入 受 体 的 
结合 位 点 。 它 们 排列 在 通过 核 孔 复合 体 的 路 径 上 ， 被 输入 受 体 和 转运 蛋白 的 复合 体 识别 。 当 
这 些 蛋 白 复合 体 通过 对 沿途 相 邻 重复 序列 的 结合 、 分 离 、 再 结合 进入 细胞 核 后 ， 输 入 受 体 即 
和 转运 蛋白 分 离 再 返回 细胞 质 基质 。 

核 输入 受 体 并 不 总 是 和 核 内 蛋白 直接 结合 ， 一 些 情况 下 ， 输 入 受 体 和 转运 蛋白 的 核定 位 
信号 的 结合 需要 附加 的 接头 蛋白 质 连 接 。 令 人 吃惊 的 是 ， 接 头 蛋 白 在 结构 上 和 核 内 运 蛋 白 相 
关 ， 说 明 这 两 种 蛋白 质 具 有 共同 的 进化 起 源 。 输 入 受 体 和 接头 蛋白 的 结合 使 细胞 能 够 识别 多 
样 的 核定 位 信号 成 员 。 


细胞 核 输 出 和 细胞 核 输 入 程序 一 样 ， 方 向 相反 


新 核糖 体 亚 基 和 RNA 等 大 分 子 的 细胞 核 输出 同样 经 过 核 孔 复合 体 并 依赖 于 选择 性 的 运 
输 系统 。 运 输 系统 依靠 待 输出 大 分 子 上 的 核 外 运 信号 以 及 与 其 互补 的 核 外 运 受 体 。 这 些 受 体 
同时 结合 输出 信号 和 核 孔 蛋白 ， 引 导 和 输出 蛋白 经 过 核 孔 复合 体 进入 细胞 质 基 质 。 

核 输出 受 体 在 结构 上 和 核 输入 受 体 相似 ， 它 们 都 由 同一 核 转运 受 体 基因 家 族 编码 。 在 酵 
母 中 有 14 个 基因 参与 编码 这 个 家 族 的 成 员 ， 而 在 动物 细胞 则 要 多 得 多 。 仅 从 氨基 酸 序列 上 经 
常 难 以 区 分 此 家 族 某 一 特定 的 成 员 是 核 输入 受 体 还 是 核 输出 受 体 ， 因 而 很 容易 理解 输入 和 输 
出 转运 系统 是 以 相似 的 方式 ， 相 反 的 方向 运转 的 : 输入 受 体 在 细胞 质 基质 结合 待 转 运 分 子 ， 
将 它们 释放 至 细胞 核 ， 在 被 输出 核 进入 细胞 质 基质 以 供 再 次 使 用 ， 而 输出 受 体 的 功能 恰好 
相反 。 

如 果 将 图 12-13 实验 中 使 用 的 金 微粒 包 被 小 RNA 分 子 (tRNA 或 5S 核糖 体 RNA), 再 
注射 进入 培养 细胞 的 细胞 核 ，RNA 会 迅速 通过 核 孔 复合 体 被 转运 至 细胞 质 基质 中 。 用 两 种 大 
小 的 金 微粒 ， 一 种 用 RNA 包 被 并 注 人 细胞 核 ， 而 另 一 种 用 核定 位 信号 包 被 并 注 和 细胞质 基 
质 ， 结 果 显 示 每 个 核 孔 复合 体 都 可 进行 双向 转运 。 但 是 核 孔 复合 体 调节 大 分 子 双向 流动 以 避 
免 拥 塞 和 对 撞 发 生 的 机 制 仍 不 得 而 知 。 
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Ran GTP 酶 促使 核 孔 复合 体 定向 转运 的 发 生 


经 过 核 孔 复合 体 的 核 内 蛋白 输入 过 程 在 细胞 核 内 累积 了 特定 的 蛋白 质 ， 这 使 细胞 的 有 序 
性 相应 增加 ， 因 此 是 一 个 耗 能 过 程 〈 讨 论 见 第 2 章 )。 消 耗 的 能 量 由 单 体 GTP 酶 Ran 水 解 
GTP 提供 。 细 胞 质 基质 和 细胞 核 中 都 发 现存 在 Ran， 它 是 核 输入 和 核 输出 系统 必 不 可 少 的 
成 分 。 

和 其 他 GTP 酶 (GTPase) 一 样 ，Ran 是 一 种 具有 两 种 构象 的 分 子 开关 ， 其 构象 形式 依 
PAF GDP 或 GTP 的 结合 〈 讨 论 见 第 3 章 )。 构 象 间 的 转换 是 由 两 种 Ran 特异 性 调节 蛋白 引 
起 的 : 细胞 质 基质 GTP 酶 活化 蛋白 (GAP) 可 引发 GTP 水 解 ， 导 致 Ran-GTP 向 Ran-GDP 
的 转化 ; 核 鸟 味 叭 交换 因子 (GEF) 促使 GDP 和 GTP 的 交换 ， 导 致 Ran-GDP 向 Ran-GTP 
的 转化 。 由 于 Ran-GAP 存在 于 细胞 质 基质 中 而 Ran-GEF 存在 于 细胞 核 中 ， 因 此 细胞 质 基质 
中 主要 含有 Ran-GDP， 细 胞 核 中 主要 含有 Ran-GTP (图 12-15). 


Ran-GDP 


图 12-15 Ran-GDP 和 Ran-GTP 的 空间 划分 
两 种 Ran 调节 蛋白 的 定位 决定 了 Ran-GDP 定位 于 细胞 质 基 质 而 Ran-GTP 定位 于 细胞 核 : Ran-GTP 酶 
活化 蛋白 (Ran-GAP) 定位 于 细胞 质 基质 ， 面 核 鸟 味 叭 交换 因子 〈Ran-GiEF) FA A E R fe L A 
而 只 存在 于 细胞 核 中 。 称 为 Ran 结合 蛋白 〈 此 处 省 略 以 使 图 像 更 清晰 》 的 另 一 种 蛋白 质 和 Ran-GAP 协 
同 作用 引发 GTP 水解 


Ran 两 种 构象 的 浓度 梯度 驱动 核 转运 朝 正确 的 方向 发 生 图 12-16)。 只 有 当 核 输入 受 体 
装载 了 适当 的 转运 物 时 ， 才 能 和 核 孔 复合 体 细胞 质 面 的 FG- 重 复 序列 发 生 对 接 ， 然 后 输入 受 
体 及 其 结合 的 待 转运 蛋白 沿 FG 重复 序列 排 成 的 路 径 运动 至 核 孔 复合 体 核 质 面 ， 再 被 此 处 的 
Ran-GTP 结合 ， 引 发 输入 受 体 和 转运 物 的 分 离 〈 图 12-17)。 通 过 细胞 质 基 质 中 依赖 于 转运 物 
装载 的 输入 受 体 和 FG 重复 序列 的 结合 ， 和 细胞 核 内 依赖 于 Ran-GTP 的 转运 物 解 离 ，Ran- 
GTP 的 细胞 核定 位 规定 了 转运 的 方向 。 

在 细胞 核 中 解 离 了 转运 物 后 ， 结 合 了 Ran-GTP 的 空 载 输入 受 体 经 过 核 孔 复合 体 回 到 细胞 
质 基 质 。 此 处 ， 两 种 细胞 质 基质 蛋白 一 一 Ran 结合 蛋白 和 Ran-GAP 共同 作用 将 Ran-GTP 转 
变 为 Ran-GDP, Ran 结合 蛋白 置换 输入 蛋白 ， 和 Ran-GTP 结合 ， 这 使 得 Ran-GAP 可 以 引发 
Ran 水 解 结合 的 GTP。 然 后 ，Ran-GDP 从 Ran 结合 蛋白 上 解 离 下 来 并 重新 被 输入 到 核 中 ， 
完成 整个 转运 周期 。 

核 输 出 过 程 的 机 制 十 分 相似 ， 不 同 的 是 核 中 Ran-GTP 促使 转运 物 和 输出 受 体 的 结合 以 及 
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12-16 Ran 引发 的 GTP 水 解 导致 核定 向 运输 的 模型 
核 筷 蛋白 上 FG 重复 序列 引导 装载 了 被 转运 蛋白 的 核 运输 受 体 通过 核 孔 复合 体 的 运动 。Ran-GTP 在 细胞 
核 而 Ran-GDP 在 细胞 质 基质 的 不 同 区 域 划分 为 核 输入 〈 左 ) 和 核 输出 〈 右 ) GERK). HIL 
复合 体 胞 质 而 上 的 Ran-GAP 和 Ran 结合 蛋白 介 导 GTP 水 解 产生 Ran-GDP 
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图 12-17 Ran-GTP 结合 核 输入 受 体 后 引发 被 转运 蛋白 释放 的 模型 
(A) 核 运输 受 体 由 构成 拱 形 或 涡 形 螺旋 的 重复 。 螺 旋 基 序 组 成 ， 其 组 成 结构 取决 于 受 体 或 接头 蛋白 的 特异 性 。 被 
转运 蛋白 和 Ran-GTP 结合 拱 形 内 面 的 不 同 区 域 。 在 核 输入 蛋白 和 Ran-GTP 的 共 结晶 中 ， 受 体 部 分 的 保守 环 〈 红 
色 ) 被 Ran-GTP 掩盖 ， 而 这 个 保守 环 在 未 结合 Ran 的 受 体 中 对 受 体 结合 信号 序列 发 挥 了 重要 作用 。(B) 核 输入 
受 体 在 细胞 质 基质 中 的 装载 和 在 细胞 核 中 的 邵 载 周期 


装载 的 受 体 和 核 孔 复合 体 核 质 面 的 结合 。 一 旦 进入 胞 质 面 ，Ran 即 和 Ran-GAP 及 Ran 结合 
蛋白 相 过 ， 并 水 解 自身 结合 的 GTP。 接 着 输出 受 体 将 转运 物 和 Ran-GDP 释放 入 细胞 质 基质 
并 从 核 孔 复合 体 上 解 离 下 来 ， 游 离 的 输出 受 体 再 回 到 细胞 核 完成 整个 周期 (图 12-16) 。 
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细胞 通过 调控 进入 转运 装置 的 途径 实现 细胞 核 和 细胞 质 基 质问 转运 的 调节 


一 些 蛋 白质 同时 含有 核定 位 信号 和 核 输出 信号 ， 如 核 
内 结合 新 合成 的 mRNA 的 蛋白 质 。 这 些 蛋 白质 不 停 的 穿 lee, 
梭 于 细胞 核 和 细胞 质 基质 之 间 ， 其 稳 态 位 置 取决 于 它们 输 1 
人 和 输出 的 相对 速度 。 如 果 输入 速度 超过 输出 速度 ， 则 这 
种 蛋白 质 主要 存在 于 细胞 核 。 相 反 地 ， 如 果 输 出 速度 超过 
输入 速度 ， 则 蛋白 质 主要 存在 于 细胞 质 基 质 。 因 此 ， 改 变 
输入 或 输出 速度 可 以 改变 这 些 穿梭 蛋白 的 定位 。 

一 些 穿梭 蛋白 一 刻 不 停 的 出 和 人 细胞核; 而 另 一 些 的 转 
运 则 在 严 紧 控制 之 下 。 正 如 第 7 章 讨论 的 ,一 些 基因 调节 150pm 
蛋白 的 活动 受到 控制 ， 除 非 需要 否则 这 些 蛋 白质 会 被 排斥 aoe 
在 细胞 核 之 外 (图 12-18)。 大 多 数 情 况 下 ， 这 种 控制 都 是 图 本 生生 和 的 和 
依赖 核定 位 信号 和 核 输出 信号 而 完成 的 ， 因 为 这 些 信号 经 控 午 白 dorsal 均匀 的 表达 。 但 它们 仅 在 三 
常 可 通过 邻近 氨基 酸 的 磷酸 化 而 开启 或 关闭 (图 12-19). 胎 腹面 细胞 的 细胞 核 中 才 有 活性 。 通 过 栈 

另 一 些 基因 调节 蛋白 和 起 抑制 作用 的 细胞 质 基 质 蛋白 联 抗体 产生 的 有 色 物 质 ， 可 以 看 到 被 特异 

结合 ， 后 者 将 调节 蛋白 锚 定 于 细胞 质 基 质 中 〈 通 过 和 细胞 性 染色 的 dorsal 蛋白 
骨架 或 特定 细胞 起 的 相互 作用 )， 或 者 封闭 核定 位 信号 使 得 它们 不 能 和 核 输入 受 体 作用 。 当 细 


heh > oa 


NF-AT 


Paty 


图 12-19 全 细胞 激活 过 程 中 的 细胞 核 输入 调控 
被 激活 的 工 细胞 的 核 因子 (NF-AT) 是 一 种 基因 调节 蛋白 ， 在 静 息 工 细胞 中 ， 它 们 以 磷酸 化 的 状态 存在 于 细胞 质 基质 
中 。 当 工 细 胞 被 激活 ， 细 胞 内 Ca?+ 浓度 升 高 。 在 高 Ca” 情况 下 ， 蛋 白质 磷酸 本 钙 调 磅 蛋白 磷酸 酶 结合 NF-AT， 这 引发 
NF-AT 去 磷酸 化 ， 暴 圳 了 一 个 或 多 个 核 输 入 信号 ， 并 且 可 能 封闭 一 个 核 输 出 信号 。NF-AT 和 钙 调 磷 蛋 白 磷酸 酶 的 结合 
复合 体 进而 被 输入 细胞 核 ， 在 此 处 NF-AT 激活 正确 免疫 应 答 所 需 的 大 量 细胞 因子 和 细胞 表面 蛋白 基因 的 转录 。 在 应 答 结 
束 的 过 程 中 ，Ca?* 的 降低 导致 钙 调 磷 蛋 白 磷酸 酶 的 释放 。NF-AT 的 复 磷酸 化 抑制 核 输入 信号 ， 重 新 暴露 NF-AT 的 核 输 
出 信号 ， 导 致 NF-AT 重新 回 到 细胞 质 基质 中 。 一 些 效力 很 强 的 免疫 抑制 药物 ， 如 环 孢 霉 素 A 和 FK506， 可 以 抑制 钙 调 
磷 蛋 白 磷酸 酶 对 NF-AT HARRIE. Ate aT ULB NF-AT 在 细胞 核 中 的 累积 
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胞 受到 适当 的 刺激 时 ， 基 因 调节 蛋白 从 细胞 质 基质 的 锚 定 或 封闭 中 释放 出 来 并 被 转运 进入 细 
胞 核 。 一 个 重要 的 例子 是 控制 胆固醇 代谢 途径 相关 蛋白 质 表达 的 潜在 基因 调节 蛋白 。 这 种 调 
节 蛋 白 以 无 活性 的 形式 合成 ， 以 跨 膜 蛋白 的 形式 储存 在 内 质 网 上 。 当 缺乏 胆固醇 时 ， 细 胞 会 
激活 特定 的 蛋白 酶 作用 于 这 些 无 活性 的 蛋白 质 ， 释 放 它 的 细胞 质 基质 结构 域 。 进 而 这 一 结构 
域 被 输入 细胞 核 ， 激 活 胆 辕 醇 输入 及 合成 必需 基因 的 转录 。 

细胞 调控 RNA 核 输出 的 机 制 和 输入 机 制 很 相似 。mRNA 在 转录 和 剪接 的 过 程 中 会 和 一 
些 蛋 白质 结合 ， 后 者 具有 核 输出 信号 ， 可 被 输出 受 体 识别 从 而 介 导 RNA 通过 核 孔 复合 体 输 
出 细胞 核 。 进 入 细胞 质 基质 后 ， 包 被 了 RNA 的 蛋白 质 会 立刻 剥落 RNA 并 迅速 回 到 细胞 核 
中 。 其 他 RNA， 如 snRNA 和 tRNA， 是 通过 不 同 种 类 的 核 输出 受 体 输出 核 的 。 

未 完成 修饰 处 理 的 前 mRNA 被 保留 在 细胞 核 中 ， 锚 定 在 核 转录 和 剪接 装置 上 。 这 种 装置 
只 在 RNA 分 子 完成 修饰 后 才 将 其 释放 。 醇 母 的 遗传 学 研究 表明 ， 不 能 正确 结合 剪接 装置 的 
突变 前 mRNA 在 未 完成 剪接 的 情况 下 就 被 不 正确 的 输出 细胞 核 。 
核 被 膜 在 有 丝 分 裂 过 程 中 分 解 

核 纤 层 是 由 称 为 核 纤 层 蛋白 的 一 种 互联 蛋白 质 亚 基 构成 的 网 状 结构 。 核 纤 层 蛋白 是 一 类 
特殊 的 中 间 纤维 蛋白 “讨论 见 第 16 章 )， 聚 合 形成 一 个 二 维 的 网 络 (图 12-20)。 核 纤 层 通 过 
与 核 孔 复合 体 和 内 核 膜 膜 内 在 蛋白 的 连接 锚 定 在 核 被 膜 上 ， 使 其 具有 一 定形 状 并 且 维 持 其 稳 
定 。 核 纤 层 也 直接 和 染色 质 相互 作用 ， 后 者 还 和 内 核 膜 的 膜 内 在 蛋白 作用 ， 这 些 膜 蛋白 和 核 
纤 层 一 起 为 DNA 和 核 被 膜 提供 结构 连接 。 

当 细胞 核 在 有 丝 分 裂 过 程 中 解体 时 ， 核 纤 层 解 聚 
这 是 由 于 在 有 丝 分 裂 开 始 时 细胞 周期 素 依赖 性 蛋白 激酶 
的 激活 导致 的 核 纤 层 蛋 白 磷酸 化 所 致 (讨论 见 第 17 章 ) 。 
同时 ， 内 核 膜 蛋 白 也 被 磷酸 化 ， 核 孔 复合 体 解 体 并 分 散 
至 细胞 质 基质 中 。 核 被 膜 蛋 白 由 于 不 再 束缚 于 核 孔 复合 
体 、 核 纤 层 或 染色 质 ， 因 而 扩散 至 整个 内 质 网 膜 。 所 有 
这 些 事件 都 导致 分 隔 细胞 核 和 细胞 质 基质 的 屏障 骨 解 
分 裂 细胞 中 不 再 结合 核 膜 或 染色 体 的 核 内 蛋白 完全 和 细 
胞 质 基质 混杂 (图 12-21) 。 

图 12-20 BER 在 有 丝 分 裂 后 期 内核 膜 蛋白 和 去 磷酸 化 的 核 纤 层 
电镜 照片 未 通过 冷冻 干燥 和 金属 投影 制备 的 蛋白 重新 结合 染色 质 ， 核 被 膜 在 染色 体 的 表面 重新 集合 
APLC SR ESIC PBST. BAFIA 排列 。 内 质 网 腊 包 惠 染 色 体 并 不 断 融 合 直到 一 个 封闭 的 

特殊 的 中 间 纤 维 构成 的 规则 网 格 形成 核 被 膜 完成 重建 。 在 这 一 过 程 中 ， 核 孔 复合 体 也 重组 并 
开始 主动 输入 那些 具有 核定 位 信号 的 蛋白 质 。 当 新 的 核 被 膜 在 紧 靠 染色 体 表面 的 位 置 刚刚 形 
成 时 ， 新 生 的 细胞 核 内 除了 最 初 结合 在 有 丝 分 裂 染色 体 上 的 蛋白 质 和 通过 核 孔 复合 体 选择 性 
输入 的 蛋白 质 外 ， 没 有 其 他 的 蛋白 质 。 这 样 ， 其 他 所 有 的 大 蛋白 质 分 子 都 被 排斥 在 新 核 之 外 。 

在 蛋白 质 转运 进入 细胞 核 后 ， 核 定位 信号 并 不 被 切 下 。 这 很 可 能 是 由 于 每 一 次 细胞 分 列 
后 核 内 蛋白 都 需要 被 重新 输入 细胞 核 。 相 比 之 下 ， 当 一 个 蛋白 质 分 子 输入 到 其 他 膜 包 被 的 细 
胞 器 后 ， 它 会 世代 停留 于 此 细胞 器 中 而 不 再 需要 易 位 ， 所 以 这 些 分 子 的 信号 序列 往往 在 蛋白 
质 转运 后 被 移 除 。 
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图 12-21 有 丝 分 裂 期 间 核 被 模 的 解 聚 和 重建 
核 纤 层 的 碘 酸 化 被 认为 引发 了 核 纤 层 的 解体 ， 进 而 引起 核 被 膜 的 降解 ， 而 核 纤 层 的 去 磷酸 化 则 逆转 了 这 一 过 程 


小 结 


核 被 膜 有 内 核 膜 和 外 核 膜 组 成 ， 外 核 膜 和 内 质 网 膜 连接 ， 内 外 核 膜 间 的 间 陈 和 内 质 网 腔 
连通 。 产 生 于 核 的 RNA 分 子 和 组 装 于 核 的 核糖 体 亚 基 被 输出 至 细胞 质 基质 ; 而 所 有 在 核 内 
行使 功能 的 蛋白 质 都 在 细胞 质 基质 中 合成 后 输入 细胞 核 。 这 种 核 质 间 普 遍 存在 的 物质 运输 通 
过 核 孔 复合 体 完 成 ， 核 孔 复合 体 成 为 跨越 核 被 膜 的 直接 运输 通路 。 

含有 核定 位 信号 的 蛋白 质 通过 核 孔 复合 体 被 主动 输入 至 核 内 ， 而 含有 核 输出 信号 的 RNA 
分 子 和 新 产生 的 核糖 体 亚 基 通过 核 孔 复合 体 被 主动 输出 至 核 外 。 包 括 核 输入 和 输出 受 体 在 内 
的 一 些 蛋白 质 持续 穿梭 于 细胞 质 基质 和 细胞 核 之 间 。GTP 酶 Ran 为 核 运输 提供 了 方向 性 。 核 
内 蛋白 和 RNA 分 子 通过 核 孔 复合 体 的 运输 可 通过 抑制 这 些 分 子 进 入 转运 装置 的 途径 进行 调 
控 。 由 于 核定 位 信号 不 被 移 除 ， 因 而 核 内 蛋白 可 以 在 每 次 有 丝 分 裂 后 核 重 建 时 被 运 入 细胞 核 。 


线粒体 和 叶绿体 的 蛋白 质 输入 


正如 第 14 章 所 述 ， 线 粒 体 和 叶绿体 是 由 双 层 膜 包 被 的 细胞 器 。 它 们 利用 线粒体 中 电子 传 
递 和 氧化 磷酸 化 以 及 叶绿体 中 光合 磷酸 化 产生 的 能 量 ， 专 门 负责 ATP 的 合成 。 虽 然 两 种 细胞 
器 都 含有 自己 的 DNA、 核 糖 体 及 其 他 蛋白 质 合成 的 必需 元 件 ， 其 大 部 分 蛋白 质 仍 是 在 细胞 核 
内 编码 再 输入 细胞 质 基质 中 合成 的 。 每 一 种 核 编码 的 蛋白 质 都 必须 进入 特定 细胞 器 后 才 正 确 
行使 功能 。 
线粒体 内 分 为 两 个 空间 ， 内 部 峭 间 隙 和 膜 间隙 。 这 两 部 分 空间 由 两 层 线粒体 膜 形成 ， 内 
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ASCE LY YF es Bi, WER: SMAR A fk [图 12-22(A)]。 叶 绿 体 
VEE FLAS SACL I 4 25 T]HE BL PAT RE IB FJ HE IRE [图 12-22(B)]。 
线粒体 和 叶绿体 的 每 个 空间 内 都 含有 一 组 特殊 的 蛋白 质 。 


(A) 线粒体 


外 膜 R 


膜 间 腔 
AR 


(B) 叶绿体 


基质 ( 晴 闻 阶 ) 


图 12-22 ”线粒体 和 叶绿体 的 胞 内 亚 分 隔 
和 线粒体 贱 CAD 相 比 ， 叶 绿 体 的 类 闻 体 CB) 不 和 内 膜 连接 因此 形成 一 个 具有 独立 内 部 空间 的 包 内 分 隔 


新 的 线粒体 和 叶绿体 由 前 已 存在 的 相应 细胞 器 通过 生长 分 裂 产生 〈 讨 论 见 第 14 章 )。 它 


图 12-23 ”线粒体 蛋白 质 输入 的 信号 序列 
细胞 色素 佛 白 酶 是 定位 在 线粒体 内 膜 上 的 一 种 大 型 多 蛋白 
复合 体 ， 其 功能 是 电子 传递 链 中 的 末端 转移 酶 (讨论 见 第 
14 章 )。(A) 此 酶 的 第 TV 亚 基 前 体 的 前 18 个 氨基 酸 作为 
信号 序列 ， 将 这 个 亚 基 输入 线粒体 。(B) 当 信 号 序列 折 闫 
成 a 螺旋 时 ， 带 正 电 荷 的 残 基 (红色 ) 被 聚集 在 螺旋 的 表 
面 一 侧 ， 而 非 极 性 残 基 〈 黄 色 ) 被 主要 聚集 在 表面 另 一 侧 - 
线粒体 基质 定位 序列 总 是 形成 这 种 两 亲 性 的 a 螺旋 ,被 线 

粒 体 表 面 特异 性 的 受 体重 白 识别 
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们 的 生长 主要 依赖 于 细胞 质 基质 蛋白 质 的 输 
入 。 这 需要 蛋白 质 穿 过 多 层 连 续 膜 最 终 进入 
适当 的 空间 位 置 。 这 一 过 程 如 何 发 生 将 是 本 
节 探 讨 的 主题 。 


蛋白 质 易 位 进入 线粒体 基质 依赖 于 
信号 序列 和 蛋白 质 易 位 体 


线粒体 基质 蛋白 被 核糖 体 释放 几 秒 钟 至 
几 分 钟 后 就 从 细胞 质 基质 中 输入 线粒体 基质 
所 以 ， 和 下 文 介绍 的 蛋白 质 易 位 进入 内 质 网 
的 过 程 相 比 ， 线 粒 体 蛋 白质 先 以 前 体 蛋 白 的 
形式 在 细胞 质 基质 中 完成 合成 后 ， 再 通过 翻 
译 后 机 制 易 位 进入 线粒体 。 大 多 数 线粒体 前 
体 蛋白 在 N 端 具有 一 个 信号 序列 ， 输 入 线 粒 
体 基质 后 这 一 序列 被 蛋白 酶 〈 信 号 肽 酶 ) 迅 
速 切除 。 拥 有 信号 序列 是 线粒体 蛋白 质 输 入 
的 充分 必要 条 件 : 采用 基因 工程 技术 将 这 些 
信号 和 任何 细胞 质 基质 蛋白 质 相 连 ， 可 以 引 
导 这 些 蛋白 质 进 入 线粒体 。 通 过 序列 比较 和 
物理 学 研究 不 同 基质 信号 序列 的 共同 特征 是 
倾向 于 折 笃 形成 a 螺旋 ， 且 带 正 电荷 的 残 基 
聚集 在 螺旋 的 一 侧 而 不 带电 荷 的 输 水 残 基 聚 
集 在 相反 的 一 侧 (图 12-23)。 是 这 种 构 型 而 


并 非 精 确 的 氨基 酸 序列 被 引发 蛋白 质 易 位 的 特异 性 蛋白 质 受 体 识 别 。 

跨 线粒体 膜 的 蛋白 质 易 位 被 行使 易 位 体 功能 的 多 亚 基 蛋 白 复合 体 介 导 : TOM 复合 体 负责 
外 膜 的 穿越 ， 而 两 种 TIM 复合 体 一 一 TIM23 和 TIM22 复合 体 负责 内 膜 的 穿越 〈 图 12-24) 。 
TOM 和 TIM 分 别 是 线粒体 外 膜 易 位 酶 和 线粒体 内 膜 易 位 酶 的 英文 名 称 缩写 。 这 些 复合 体 的 
一 些 部 分 是 线粒体 前 体 蛋 白 的 受 体 而 另 一 些 部 分 则 形成 易 位 通道 。TOM 复合 体 是 所 有 核 编 
码 线粒体 蛋白 输入 线粒体 过 程 所 必需 的 ， 它 先 将 线粒体 蛋白 的 信号 序列 运输 至 膜 间 隙 中 并 帮 
助 跨 膜 蛋白 插 人 外 膜 。 然 后 TIM23 复合 体 将 其 中 一 部 分 蛋白 质 运 入 基质 中 ， 且 帮助 跨 膜 蛋白 
插入 内 膜 。TIM22 介 导 内 膜 蛋 白 这 一 亚 类 的 插入 ， 其 中 包括 运输 ADP, ATP 和 磷酸 的 载体 
蛋白 。 细 粒 体内 膜 上 的 第 3 种 蛋白 质 易 位 子 被 称 作 OXA 复合 体 ， 它 负责 介 导 线粒体 内 合成 的 
蛋白 质 插 人 内 膜 蛋 白 。 这 种 复合 体 也 可 帮助 最 初 通过 TOM 和 TIM 复合 体 进入 线粒体 细胞 质 
基质 的 部 分 蛋白 质 插 人 内 膜 。 


TOM 复合 体 
受 体 
fy 
易 位 通道 
胞 质 
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i T ef s 
TIM 23 复合 体 TM22 OXA 
a 复合 体 复合 体 


图 12-24 3 种 线粒体 膜 上 的 蛋白 质 易 位 体 
TOM 和 TIM 复合 体 以 及 OXA 复合 体 是 膜 蛋白 多 聚 体 装 置 ， 负 责 催化 蛋白 质 的 线粒体 跨 膜 运输 。 组 成 TIM22 和 TIM23 
复合 体 输 入 通道 的 蛋白 质 成 分 具有 结构 相似 性 .说 明 这 两 种 TIM 复合 体 有 共同 的 进化 起 源 。 如 图 所 示 ，TIM23 复合 体 
的 主要 成 分 之 一 具有 一 个 插入 线粒体 外 膜 的 破水 性 "螺旋 延伸 ;这 种 复合 体 因为 同时 穿 过 两 层 膜 而 不 同 寻常 


线粒体 前 体 蛋 白 以 伸展 的 多 肽 链 形式 输入 线粒体 


现今 所 了 解 的 几乎 所 有 有 关 线 粒 体 蛋白 质 输 入 分 子 机 制 的 内 容 都 是 通过 分 析 非 细胞 重建 
运输 体系 得 到 的 。 先 通过 匀 浆 细胞 的 差 速 离心 分 离 纯 化 出 线粒体 ， 再 将 其 和 放射 性 标记 的 线 
粒 体 前 体 蛋白 共 育 。 后 者 将 被 迅速 而 高 效 地 吸收 。 通 过 改变 共 育 条 件 ， 有 可 能 建立 起 运输 需 
要 的 生化 条 件 。 
线粒体 前 体 蛋 白 在 合成 后 并 不 折 和 在 形成 天 然 的 三 维 结构 ， 而 是 维持 在 伸展 的 状态 。 这 需 
要 前 体 蛋白 和 细胞 质 基质 中 其 他 蛋白 质 的 相互 作用 : 其 中 一 些 互 作 蛋白 是 属于 热 激 蛋白 70 
Chsp70) 家 族 的 伴侣 蛋白 ， 另 一 些 则 是 线粒体 前 体 蛋 白 的 专 一 结合 蛋白 ， 作 用 于 它们 的 信号 
序列 。 这 些 蛋 白质 都 能 防止 前 体 蛋 白 在 结合 线粒体 外 膜 的 TOM 复合 体 前 的 自发 聚集 或 折合 。 
作为 输入 过 程 的 第 一 步 ， 线 粒 体 前 体 蛋白 上 的 信号 序列 先 被 TOM 复合 体 上 的 输入 受 体 蛋 白 识 
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别 并 结合 ， 随 后 细胞 质 基质 中 的 互 作 蛋白 质 脱 落 ， 从 信号 序列 开始 ， 伸 展 的 多 肽 链 进 入 易 位 
通道 。 


线粒体 前 体 蛋 白 从 内 膜 和 外 膜 的 接触 点 输入 线粒体 基质 


原则 上 说 ， 和 蛋白 质 可 以 依次 穿 过 两 层 膜 或 一 次 性 穿 过 两 层 膜 到 达 线粒体 基质 。 为 了 确定 
哪 一 种 易 位 方式 的 可 能 性 更 大 ， 将 无 细胞 线粒体 输入 体系 冷却 至 低温 ， 使 正 处 于 易 位 过 程 的 
蛋白 质 停留 在 中 间 步 又 。 处 理 结果 显示 累积 在 中 间 步 骤 的 蛋白 质 其 N 端 信号 序列 已 被 基质 信 
号 肽 酶 切除 ， 说 明 它 们 的 N 端 已 在 线粒体 晴 间隙 中 。 但 是 ， 和 蛋白 质 的 大 部 分 仍 能 被 在 线粒体 
外 部 添加 的 蛋白 酶 水 解 〈 图 12-25) 。 这 一 结果 说 明 前 体 蛋白 可 以 一 次 性 同时 穿 过 双 层 膜 进入 
线粒体 基质 (图 12-26)。 普 遍 认为 TOM 复合 体 先 运送 线粒体 定位 信号 穿 过 外 膜 ， 一 旦 到 达 
膜 间隙 ， 定 位 信号 就 结合 在 TIM 复合 体 上 ， 使 其 通道 打开 。 多 肽 链 通 过 TIM 复合 体 上 的 通 
道 进 入 线粒体 基质 或 插入 内 膜 上 。 电 子 显微镜 技术 人 员 已 经 发 现 了 大 量 内 外 膜 紧密 连接 的 接 
触 位 点 ， 易 位 似乎 多 发 生 于 这 些 位 点 上 或 附近 。 

CE 
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图 12-25 ”在 易 位 进入 线粒体 基质 的 过 程 中 ， 蛋 白质 瞬间 同时 穿 过 线粒体 的 内 膜 和 外 膜 
把 分 离 的 线粒体 和 一 种 前 体 蛋白 共 培养 于 5C， 前 体 蛋白 仅 被 部 分 易 位 。 在 线粒体 基质 中 ，N 端 信号 〈 红 色 ) 被 切除 ， 
但 是 大 部 分 多 肽 链 仍 被 保留 在 线粒体 外 ， 因 此 能 被 蛋白 水 解 酶 降解 。 当 加 温 到 25C 时 ， 和 蛋白 质 完 全 易 位 ， 一 旦 完全 进 
和 人 线粒体， 多肽 链 就 不 会 被 外 界 加 入 的 蛋白 水 解 酶 降解 。 作 为 对 照 组 ， 当 用 去 污 剂 破坏 线粒体 膜 后 ， 被 输入 的 蛋白 质 义 
可 被 同样 的 蛋白 酶 处 理 容易 地 降解 


经 由 TOM 复 


Wa 
信号 序列 


图 12-26 看 白质 的 线粒体 输入 
前 体 蛋白 的 N 端 信号 序列 被 TOM 复合 体 的 受 体 识别 。 蛋 白质 的 易 位 发 生 在 线粒体 双 层 膜 的 特殊 的 接触 位 点 或 靠近 
接触 位 点 的 位 置 。 信 号 序列 被 基质 中 的 信号 肘 酶 切除 ， 形 成 成 熟 的 蛋白 质 。 切 除 的 信号 序列 随即 被 降解 (未 显示 ) 


+ 748 + 


虽然 TOM 和 TIM 复合 体 通常 偶 联 使 被 运送 的 蛋白 质 一 次 性 穿 过 双 层 膜 ， 但 是 两 种 易 位 
体 可 以 独立 工作 。 例 如 ， 将 外 膜 分 离 ， 其 上 的 TOM 复合 体 仍 具有 运送 前 体 蛋白 的 信号 序列 
跨 膜 的 能 力 。 相 似 地 ， 用 实验 方法 破裂 线粒体 外 膜 ， 暴 露 在 表面 的 TIM23 复合 体 可 以 高 效 地 
FAMAE HAARR. EE TOM 和 TIM 易 位 体 可 以 独立 行使 功能 ， 线 粒 体 接触 位 
点 的 内 外 膜 还 是 始终 被 穿 过 这 两 层 膜 的 TIM23 复合 体 结合 在 一 起 。 


ATP 的 水 解 和 H 梯度 驱动 蛋白 质 输入 线粒体 


定向 运输 是 需 能 过 程 。 在 多 数 生物 系统 中 ， 能 量 由 ATP 水 解 提供 。 线 粒 体 蛋 白质 输入 由 
发 生 在 两 个 独立 场所 的 ATP 水 解 驱动 : 其 一 是 在 线粒体 外 ， 另 一 是 在 线粒体 基质 中 (图 12-27), 
此 外 ， 另 一 能 量 来 源 也 被 用 于 定向 运输 :线粒体 内 膜 两 侧 的 H’ 电化 学 梯度 。 


胞 质 基质 的 hsp70 ma 
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图 12-27 蛋白质 输入 线粒体 基质 过 程 的 能 量 作用 
人 结合 在 被 转运 蛋白 上 的 细胞 质 基质 hsp70 和 蛋白 质 分 离 ， 这 一 环节 依赖 ATP 的 水 解 。 当 信号 序列 和 
紧 连 的 多 肽 链 部 分 最 初 插入 TOM 复合 体 之 后 ， 信 号 序列 和 TIM 复合 体 相 互 作 用 。 四 然后 信号 序列 易 
位 进入 基质 ， 这 一 环节 需要 跨 内 膜 的 H* 电化 学 梯度 将 舒展 的 蛋白 质 定位 ， 使 之 瞬间 同时 跨 过 两 层 膜 , 
图 线粒体 hsp70 结合 已 经 暴露 于 基质 的 多 肽 链 区 域 ， 进 而 将 蛋白 质 “ 拉 人 ”基质 中 。 然 后 ATP 水 解 导 
致 线粒体 hsp WAM LS, ME BRA MTA MT 


第 一 个 需 能 过 程 发 生 在 易 位 最 初 阶段 ， 即 结合 伴侣 蛋白 的 伸展 状 前 体 蛋白 和 线粒体 输入 
受 体 相互 作用 的 阶段 。 正 如 第 6 章 中 所 述 ， 当 新 合成 的 多 肽 链 被 热 激 蛋白 70 家 族 伴侣 蛋白 释 
放 时 ，ATP 的 水 解 为 这 一 过 程 提供 了 能 量 。 从 实验 角度 讲 ， 如 果 在 加 入 分 离 的 线粒体 前 前 体 
蛋白 能 够 被 人 工 舒 展开 ， 此 步 就 不 需要 热 激 蛋白 70 和 ATP 的 参与 。 

当 信号 序列 通过 TOM 复合 体 并 结合 任意 一 种 TIM 复合 体 后 ， 通 过 TIM 的 进一步 易 位 
需要 内 膜 两 侧 的 H' 电化 学 梯度 。 内 膜 的 电子 传递 链 驱动 H* 从 基质 中 持续 泵 人 膜 间隙 以 维持 
电化 学 梯度 。 相 比 之 下 ， 线 粒 体外 膜 则 和 革 兰 氏 阴 性 菌 相似 〈 图 11-17)， 具 有 一 种 称 为 膜 孔 
蛋白 的 孔 生成 蛋白 质 ， 允 许 无 机 离子 和 代谢 产物 〈 不 包括 大 部 分 蛋白 质 ) 自由 通过 ， 因 而 在 
外 膜 的 两 侧 无 法 建立 起 离子 梯度 。 横 跨 内 膜 的 H* 电化 学 梯度 能 量 不 但 用 于 驱动 细胞 大 部 分 
ATP 的 合成 ; 还 用 于 驱动 定位 信号 通过 TIM 复合 体 的 易 位 。 虽 然 尚 不 知 H* 梯度 提供 能 量 的 
精确 机 制 ， 但 有 可 能 是 这 一 梯度 的 电势 部 分 〈 膜 电势 ， 图 14-13) 促使 带 正 电 荷 的 信号 序列 通 
过 电泳 进入 线粒体 基质 。 

SOR Rw TEL BRP PORE A 70 伴侣 蛋白 在 易 位 过 程 中 也 发 挥 作用 ， 它 们 是 输入 过 程 中 消 
FE ATP 的 第 3 个 环节 ， 将 在 下 文中 讨论 。 
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线粒体 hsp70 催化 的 ATP 水 解 重复 循环 使 输入 过 程 得 以 完成 


我 们 知道 线粒体 hsp70 对 于 输入 过 程 至 关 重 要 ， 因 为 此 蛋白 质 突变 的 线粒体 不 能 输入 前 
体 和 蛋白 。 和 细胞 质 基质 中 的 同类 和 蛋白质 相似 ， 线 粒 体 hsp70 对 伸展 的 多 肽 链 具 有 较 高 的 亲 和 
能 力 ， 因 此 当 输入 的 蛋白 质 刚 从 易 位 体 进入 基质 时 ， 就 被 其 紧密 地 结合 。 随 后 hsp70 释放 蛋 
白质 ,这 是 一 个 依赖 ATP 的 环节 。 在 输入 蛋白 刚刚 插入 TIM23 复合 体 后 ， 正 是 这 一 能 量 驱 
使 的 重复 结合 释放 环节 为 整个 蛋白 质 输 入 的 完成 提供 了 最 终 驱动 力 。 

已 有 2 个 模型 来 解释 通过 线粒体 hsp70 的 线粒体 水 解 如 何 驱动 蛋白 质 的 输入 。 在 这 两 个 
模型 中 ，hsp70 都 和 TIM23 复合 体 紧密 结合 ， 后 者 将 前 者 置 于 刚刚 进入 基质 的 易 位 多 肽 链 
上 。 在 热 业 齿 模型 thermal ratchet model) 中 [图 12-28(A)]， 多 肽 链 由 于 热 运动 可 以 在 
TIM23 易 位 通道 中 来 回 滑动 ， 每 一 次 向 基质 内 滑 出 足够 的 长 度 ， 接 着 一 个 hsp70 分 子 结合 
上 防止 滑 出 的 部 分 退回 易 位 体 ， 保 证 了 蛋白 质 的 定向 运动 。 这 样 一 个 接 一 个 的 多 个 hsp70 的 
结合 将 多 肽 链 易 位 进入 基质 。 在 横 桥 锁 止 扣 模 型 〈cross-bridge ratchet model) 中 [图 12-28 
(B)], hsp70 结合 了 进入 基质 的 多 肽 链 后 在 ATP 的 水 解 下 发 生 构象 转变 ， 主 动 将 一 段 多 肽 链 
拉 人 基质 。 然 后 一 个 新 的 hsp70 分 子 再 结合 在 刚 被 拉 人 的 片段 上 重复 上 述 过程 。 因 此 ， 在 上 
述 两 个 模型 中 ，hsp70 都 在 发 挥 锁 止 扣 的 功能 以 防止 多 肽 链 的 回 退 。 
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图 12-28 ”线粒体 hsp70 驱动 蛋白 质 输入 的 两 种 可 能 模型 
CA) 在 执事 齿 模型 中 ， 正 在 易 位 的 多 及 链 由 于 热 运动 可 以 来 回 滑动 ， 它 连续 被 基质 中 的 hsp70 结合 。(B) 在 横 桥 锁 止 
扣 模 型 中 ，hsp70 的 构象 改变 将 多 肘 链 主动 拉 信 基质。 在 两 种 模型 中 ，hsp70 都 和 TIM23 复合 体 结合 ， 后 者 可 在 易 位 
多 肪 链 刚 从 复合 体 中 出 现 进入 基质 时 ， 将 hsp70 装载 在 多 耿 链 上 
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在 和 线粒体 hsp70 作用 之 后 ， 多 数 输入 蛋白 被 传递 到 另 一 伴侣 蛋白 线粒体 hsp60 上 。 正 
如 第 6 章 所 述 ，hsp60 为 伸展 状态 的 多 肽 链 提供 了 一 个 折 笃 室 ， 通 过 ATP 水 解 周期 结合 和 释 
放 多 肽 链 以 促使 其 折 释 。 


转运 插入 线粒体 内 膜 和 进入 膜 间隙 的 蛋白 质 需要 2 个 信号 序列 


最 终 整 合 在 线粒体 内 膜 上 的 蛋白 质 或 者 在 膜 间隙 中 发 挥 作用 的 蛋白 质 最初 从 细胞 质 基质 
转运 输入 时 采用 的 机 制 和 线粒体 基质 蛋白 质 运 送 过 程 相同 。 在 一 些 情况 下 它们 是 先 被 运送 到 
基质 中 的 (图 12-26)。 这 些 蛋 白质 在 其 N 端的 信号 序列 后 面 紧 跟 一 个 疏水 性 的 氨基 酸 序列 。 
当 N 端 序列 引导 蛋白质 输入 基质 并 被 基质 信号 肽 酶 切除 后 ， 朴 水 序列 作为 新 的 N 端 信号 序列 
将 利用 OXA 复合 体 为 易 位 体 把 蛋白 质 从 插入 或 运送 通过 内 膜 (图 12-24), OXA 复合 体 也 用 
于 将 线粒体 编码 的 蛋白 质 插 入 内 膜 [图 12-29(A)]。 细 菌 细胞 膜 和 叶绿体 的 类 圳 体 上 都 发 现 
了 极其 相似 的 易 位 体 ， 它 们 被 认为 可 以 一 种 相似 的 机 制 帮助 蛋白 质 插入 膜 。 

内 膜 的 另 一 替代 途径 可 避免 内 膜 或 膜 间隙 蛋白 都 先进 入 基质 [图 12-29(B)]。 在 这 种 情 
况 下 ，TIM23 内 膜 易 位 体 和 紧 随 N 端 信号 序列 的 朴 水 序列 结合 ， 使 后 者 发 挥 终止 转移 序列 的 
功能 ， 防 止 多 肽 链 进一步 通过 内 膜 。 在 N 端 信号 序列 被 切除 后 ， 剩 余 的 部 分 经 过 外 膜 TOM 
复合 体 被 完全 拉 和 人 膜 间隙 。 不 同 的 蛋白 质 通过 上 述 两 种 途径 中 的 一 种 进入 内 膜 或 膜 间隙 。 


TOM 复 合体 RE 


pi | . sn 


LAEL LAJ] BK 


基质 


图 12-29 ”从 细胞 质 基质 到 插入 线粒体 内 膜 或 进入 膜 间隙 的 蛋白 质 输入 
CA) 蛋白 质 从 细胞 质 基质 插入 线粒体 内 膜 震 要 2 个 信号 序列 和 2 个 易 位 过 程 。 首 先前 体 蛋白 输入 线粒体 基质 〈 图 12-26, 
当 用 于 第 一 次 易 位 的 信号 序列 红色 ) 被 切除 后 ， 暴 器 了 处 于 新 的 N 端的 疏水 信号 序列 〈 橙 色 )。 这 个 信号 引导 蛋白 质 进 
入内 膜 ， 其 途径 可 能 和 线粒体 基因 组 编码 蛋白 质 插 人 膜 所 经 过 的 OXA- 依 赖 型 途径 相同 。 (B) 在 某 些 情况 下 ， 紧 随 基质 定 
位 信号 的 玖 水 序列 结合 内 腊 上 的 TIM23 易 位 体 从 而 终止 易 位 。 剩余 的 蛋白 质 经 外 膜 的 TOM Bik ARR, AR A 
水 序列 被 TIM23 易 位 体 释放 至 内 膜 中 。(C) 一 些 膜 间 株 可 溶 蛋 白质 在 被 释放 到 膜 间隙 之 前 可 能 也 需 经 过 《A)、(B) 所 示 
的 通路 ， 然 后 其 朴 水 信号 序列 被 第 二 种 活性 位 点 在 膜 间隙 中 的 信号 肽 酶 切除 。(D) 用 于 将 代谢 物 载体 蛋白 插入 线粒体 内 膜 
的 输入 通路 利用 TIM 复合 体 ， 后 者 特异 性 负责 多 次 跨 膜 蛋白 的 易 位 
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的 多 肽 链 ， 以 可 溶 蛋 白质 的 形式 进入 膜 间隙 [图 12-29(C)]。 这 种 蛋白 质 大 多 作为 外 周 蛋 白 
附着 在 内 膜 的 外 表面 上 ， 和 跨 腊 蛋白 一 起 形成 蛋白 质 复合 体 的 亚 基 。 

线粒体 是 细胞 主要 的 ATP 合成 场所 ， 但 是 它们 也 含有 许多 代谢 酶 类 ， 如 三 羧 酸 循环 中 的 
酶 。 因 此 线粒体 还 必须 运送 除 蛋 白质 之 外 的 小 的 代谢 物 通过 膜 。 虽 然 外 膜 具有 膜 孔 蛋白 ， 使 
得 小 分 子 可 以 自由 通过 ， 但 是 内 膜 不 行 。 大 量 的 小 分 子 是 依靠 一 个 代谢 特异 性 的 载体 蛋白 家 
族 的 介 导 通过 内 膜 的 。 在 酵母 细胞 中 ， 这 一 家 族 包 括 35 种 不 同 的 蛋白 质 ， 其 中 最 多 的 是 运输 
ADP, ATP 和 磷酸 的 蛋白 质 。 这 些 内 膜 载体 蛋白 是 多 次 跨 膜 蛋白 ,它们 在 N 端 没 有 可 切除 
的 信号 序列 ， 而 是 含有 内 部 转移 序列 。 这 些 蛋 白质 通过 外 膜 的 TOM 复合 体 后 再 通过 TIM22 
复合 体 插入 内 膜 [图 12-29(D)]。 它 们 整合 在 内 膜 上 的 过 程 需 要 H 的 电化 学 梯度 ， 而 不 需要 
线粒体 hsp70 或 ATP。 内 膜 中 蛋白 质朴 水 跨 膜 区 域 在 能 学 上 是 有 利 的 ， 因 而 可 能 有 助 于 整合 
过 程 的 发 生 。 


引导 蛋白 质 插入 叶绿体 的 类 宫 体 膜 需要 2 个 信号 序列 


蛋白 质 输 入 叶绿体 和 蛋白 质 输入 线粒体 在 很 多 方面 都 很 相似 。 两 个 过 程 都 发 生 在 翻译 后 ， 
利用 各 层 膜 上 独立 的 易 位 复合 体 ， 通 过 接触 位 点 ， 需 要 能 量 和 两 亲 性 N 端 信号 序列 ， 后 者 在 
发 挥 功 用 后 被 切除 。 但 是 除 一 些 伴侣 分 子 以 外 ， 构 成 两 种 细胞 器 易 位 复合 体 的 蛋白 质 成 分 都 
不 相同 。 此 外 线粒体 利用 其 内 膜 两 侧 的 H* 电化 学 梯度 产生 转运 的 动力 ， 叶 绿 体 的 H 电化 学 
梯度 存在 于 类 惠 体 膜 两 侧 而 非 内 膜 两 侧 ， 因 而 它们 利用 GTP 和 ATP 的 水 解 驱动 跨越 双 层 膜 
的 转运 。 两 种 细胞 器 的 相似 性 可 能 趋同 进化 的 结果 ， 并 反映 了 跨 双 层 膜 易 位 的 基本 需要 。' 

虽然 输入 叶绿体 需要 的 信号 序列 和 输入 线粒体 的 信号 序列 在 表面 上 很 相似 ， 但 因为 在 同 
一 植物 细胞 中 同时 存在 线粒体 和 叶绿体 ， 因 此 蛋白 质 必 须 选择 进入 正确 的 细胞 器 。 例 如 ， 在 
植物 体内 ， 如 果 将 细菌 酶 连接 一 个 线粒体 蛋白 的 N 端 信号 序列 ， 则 它 会 被 特异 性 地 引导 入 线 
粒 体 ; 若 连 接 一 个 叶绿体 蛋白 的 N 端 信号 序列 ， 则 细菌 酶 最 终 定位 于 叶绿体 。 因 此 ， 不 同 的 
信号 序列 使 各 细胞 器 的 输入 受 体 可 以 区 分 各 个 待 转运 的 蛋白 质 。 

叶绿体 比 线粒体 多 一 个 膜 包 被 的 区 域 ， 即 类 囊 体 。 包 括 光 合作 用 系统 蛋白 质 亚 基 和 ATP 
合 酶 (讨论 见 第 14 章 ) 在 内 的 很 多 叶绿体 蛋白 质 都 内 合 在 类 圳 体 膜 上 。 和 某 些 线粒体 前 体 蛋 
白 一 样 ， 这 些 蛋 白质 需 经 过 两 个 步骤 才能 从 细胞 质 基 质 中 进入 它们 的 最 终 目的 地 。 首 先 这 些 
类 讲 体 膜 蛋 白 从 接触 位 点 穿 过 双 层 膜 进入 叶绿体 的 基质 ， 然 后 再 易 位 插入 类 讨 体 膜 或 者 穿 
过 类 圳 体 膜 进入 类 圳 体腔 ) [图 12-30(A)]。 这 些 蛋 白质 前 体 拥有 一 个 紧 随 N 端 叶 绿 体 信号 序 
列 的 政 水 性 类 襄 体 信号 序列 。N 端 信号 序列 引导 蛋白 质 进入 基质 后 就 被 基质 信号 肽 酶 〈 线 粒 
体 基质 信号 肽 酶 的 相似 物 ) 切除。 切除 暴露 了 类 讲 体 信号 序列 ， 引 发 了 穿 过 类 襄 体 膜 的 转运 
过 程 。 叶 绿 体 中 至 少 有 4 种 途径 以 供 蛋 白质 穿 过 或 整合 在 类 赛 体 腊 上 ，4 条 途径 的 基质 伴侣 
分 子 和 能 量 供给 有 所 不 同 。 


小 结 


虽然 线粒体 和 叶绿体 拥有 自身 的 遗传 系统 ， 但 它们 产生 的 蛋白 质 仅 占 自身 蛋白 质 的 一 小 
部 分 。 两 种 细胞 器 的 大 部 分 蛋白 质 都 是 以 相似 的 机 制 从 细胞 质 基质 中 输入 的 。 在 两 种 输入 过 
程 中 ， 蛋 白质 都 以 完全 伸展 的 形式 存在 。 蛋 白质 通过 线粒体 被 称 为 接触 位 点 的 内 外 膜 夭 着 处 
的 TOM 42 TIM 复合 体 易 位 进入 基质 。 线 粒 体 易 位 由 ATP 水 解 和 内 膜 两 侧 的 H+ 电化 学 梯度 

驱动 发 生 ， 而 叶绿体 易 位 仅 由 GTP 和 ATP 的 水 解 驱动 。 
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ATP ATP 
能 量 需 求 | 电化 学 梯度 电化 学 梯度 H 无 
梯度 
Sec 途 径 SRP- 途 径 ApH 途 径 自发 插入 


(B) 


图 12-30 前 体 蛋 白 进入 叶绿体 类 囊 体 的 易 位 
《A) 前 体 蛋白 含有 一 个 N 端 叶绿体 信号 序列 〈 红 色 )， 紧 随 一 个 类 闪 体 信号 序列 〈 橙 色 )。 叶绿体 信号 
序列 所 引发 的 叶绿体 基质 易 位 也 通过 膜 的 接触 位 点 ， 其 机 制 和 线粒体 基质 易 位 相似 ， 信 号 序列 随即 被 
切除 ， 暴 露 类 午 体 信号 序列 ， 引 发 跨 类 并 体 膜 易 位 过 程 。(B) 进入 类 客体 腔 或 插入 类 客体 腊 的 易 位 过 
程 至 少 可 以 通过 4 种 途径 发 生 ，CDSec 途径 ， 因 为 使 用 一 种 Sec 蛋白 的 相似 体 来 介 导 跨 细 菌 质 腊 的 蛋白 
质 易 位 《下 文 讨论 ， 而 得 名 。@SRP 状 通路 ， 因 为 使 用 一 种 信号 识别 蛋白 的 叶绿体 相似 体 而 得 名 。 
ApH, HAARR H RAYA. 图 自发 插入 途 第 ， 似 乎 不 需要 任何 用 于 膜 整 合 的 
蛋白 质 易 位 体 


细胞 质 基质 hsp70 家 族 的 伴侣 蛋白 使 前 体 蛋白 维持 在 伸展 的 可 易 位 状态 。 线 粒 体 或 叶 绿 
体 基质 中 的 另 一 组 hsp70 结合 刚刚 进入 的 多 肽 链 并 将 其 完全 拉 进 细胞 器 。 只 有 那些 含有 特殊 
信号 序列 的 蛋白 质 可 以 被 易 位 进入 线粒体 或 叶绿体 。 信 号 序列 通常 定位 于 N 端 并 在 输入 后 被 
切除 。 一 些 输入 蛋白 还 含有 内 部 转移 序列 以 引导 进一步 的 转运 。 当 最 初 的 信号 序列 被 移 除 后 ， 
这 些 朴 水 信号 序列 便 暴 露出 来 引导 穿 过 或 插入 内 膜 的 第 二 步 转运 。 在 叶绿体 中 ， 从 类 癌 体 到 
基质 的 转运 也 同样 是 依赖 第 二 信号 ， 通 过 几 种 途径 之 一 完成 的 。 


过 氧化 物 酶 体 


过 氧化 物 酶 体 在 很 多 方面 都 不 同 于 线粒体 和 叶绿体 。 其 中 最 明显 的 一 点 是 它们 仅 被 单 层 
膜 包 被 ， 并 且 不 含 DNA 或 核糖 体 。 但 是 和 线粒体 及 叶绿体 相似 的 是 ， 过 氧化 物 酶 体 也 通过 
从 细胞 质 基质 的 选择 性 输入 获得 蛋白 质 。 申 于 它们 没有 基因 组 ， 所 有 的 蛋白 质 都 依赖 于 这 一 
转运 输入 途径 。 因 此 作为 自我 复制 、 不 存在 自身 基因 组 的 单 膜 细胞 器 ， 过 氧化 物 酶 体 和 内 质 
网 更 为 相似 。 

由 于 其 他 章节 将 不 再 涉及 过 氧化 物 酶 体 ， 因 而 在 
介绍 其 生物 合成 过 程 之 前 ， 我 们 会 讨论 这 一 多 样 细胞 
器 家 族 的 部 分 功能 。 所 有 的 真 核 细胞 中 都 有 过 氧化 物 
酶 体 ， 它 们 含有 浓度 极 高 的 氧化 酶 ， 如 过 氧化 氢 酶 和 
尿酸 氧化 酶 ， 以 至 于 一 些 细胞 的 过 氧化 物 酶 体 在 电子 
显微镜 照片 中 以 类 晶体 核 的 形式 存在 而 特别 突出 〈 图 
12-31). 

和 线粒体 一 样 ， 过 氧化 物 酶 体 也 是 细胞 主要 的 耗 
氧 场所 。 一 种 假说 提出 过 氧化 物 酶 体 是 真 核 细 胞 最 早 
祖先 具有 的 一 种 承担 所 有 氧 代谢 活动 的 古 细 胞 器 遗迹 。 
当 光 合作 用 细菌 产生 的 氧 开 始 在 大 气 层 中 累积 时 ， 对 
图 12-31 大 鼠 肝 细胞 的 3 个 大 多 数 细胞 都 产生 了 毒害 作用 。 因 而 过 氧化 物 酶 体 可 


— 
200 nm 


过 氧化 物 酶 体 电镜 照片 能 被 用 来 降低 细胞 内 的 氧 浓度 ， 并 利用 其 化 学 反应 性 
类 结 由 的 高 电子 密度 包含 体 来 进行 有 用 的 氧化 反应 。 根 据 这 种 观点 ,线粒体 在 细 
ERREEN 胞 内 的 发 展 必定 导致 过 氧化 物 酶 体 大 大 退化 ， 因 为 先 


前 发 生 在 过 氧化 物 酶 体内 的 不 产生 能 量 的 反应 可 以 通 
过 线粒体 中 的 氧化 磷酸 化 偶 联 于 ATP 而 生产 。 因 此 现今 细胞 过 氧化 物 酶 体 中 所 发 生 的 氧化 反 
应 可 能 是 那些 未 被 线粒体 取代 的 仍 具 有 重要 功能 的 反应 。 


过 氧化 物 酶 体 利用 氧 分 子 和 过 氧化 氧 进行 氧化 反应 


过 氧化 物 酶 体 通常 含有 一 至 多 种 酶 ， 在 氧化 反应 中 这 些 酶 利用 分 子 氧 从 特异 的 有 机 底 物 
〈 此 处 设 定 为 R) 中 夺 走 氢 原 子 ， 产 生 过 氧化 氢 〈HzO:); 
RH, +O; —*R+H20, 
过 氧化 氧 酶 利用 过 氧化 物 酶 体 中 其 他 酶 反应 产生 的 HO, 氧化 多 种 底 物 ， 包 括 苯酚 、 甲 
酸 、 甲 醛 和 乙醇 ， 反 应 方程 为 ，H2O; 十 R'Hs—>R' 十 2H,O0。 这 种 氧化 反应 是 肝脏 和 肾脏 细胞 
的 重要 反应 ， 因 为 其 过 氧化 物 酶 体 负责 清除 可 能 进入 血液 的 多 种 有 毒 分 子 。 大 约 25%% 的 饮 人 
乙醇 通过 此 种 途径 被 氧化 成 乙 醛 。 此 外 ， 当 过 量 的 HO: 在 细胞 内 累积 时 ， 过 氧化 物 酶 会 通 
过 下 述 反应 将 它 转变 为 HO: 


2H:0: —»2H20+0; 
过 氧化 物 酶 体 中 氧化 反应 的 主要 功能 是 降解 脂肪 酸 分 子 。 在 被 称 为 B 氧 化 的 代谢 过 程 中 ， 
脂肪 酸 的 烃基 链 通 过 每 次 移 除 2 个 碳 原子 合成 乙酰 辅酶 A (acetyl-CoA) 的 方法 被 逐步 缩短 ， 
直至 整个 脂肪 酸 转化 为 乙酰 辅酶 A。 随 后 乙酰 辅酶 A 从 过 氧化 物 酶 体 中 输出 进入 细胞 质 基 


质 ， 参 加 生物 合成 反应 。 在 哺乳 动物 细胞 中 ，B 氧化 发 生 在 线粒体 和 过 氧化 物 酶 体 中 ， 而 在 
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酵母 细胞 和 植物 细胞 中 ， 这 种 必需 反应 仅 发 生 在 过 氧 
化 物 酶 体 中 。 

动物 细胞 过 氧化 物 酶 体 的 重要 生物 合成 功能 是 催 
化 合成 缩 醋 磷脂 的 第 一 步 反 应 发 生 。 缩 醛 磷脂 是 动物 
体内 髓 精 中 含量 最 高 的 一 类 磷脂 (图 12-32)， 它 的 缺 
乏 将 引起 神经 细胞 骨头 形成 的 严重 异常 。 这 也 是 大 多 
数 过 氧化 物 酶 体 病 导致 神经 疾病 的 原因 之 一 。 

过 氧化 物 酶 体 通常 是 一 类 多 样 的 细胞 器 ， 即 使 是 
在 同一 有 机 个 体 的 各 种 不 同 细胞 中 也 可 能 含有 不 同 的 
酶 类 组 成 。 对 改变 的 环境 ， 过 和 氧化 物 酶 体 也 具有 极 强 
的 适应 能 力 。 例 如 ， 醇 母 细 胞 一 般 依赖 糖 类 生长 ， 过 
氧化 物 酶 体 较 小 。 但 是 使 酵母 在 甲醇 中 生长 时 ， 细 胞 
可 以 生长 出 氧化 甲醇 的 大 型 过 氧化 物 酶 体 ; 如 果 在 脂 
肪 酸 中 生长 ， 则 生长 出 的 大 型 过 氧化 物 酶 体 将 专职 于 
利用 8 氧化 将 脂肪 酸 分 解 为 乙酰 辅酶 A。 

过 氧化 物 酶 体 对 于 植物 也 十 分 重要 ， 其 中 两 种 已 
经 进行 了 广泛 的 研究 。 一 种 是 存在 于 叶片 中 的 过 氧化 
物 酶 体 ， 它 负责 催化 CO, 固定 (将 CO; 周 定 于 碳水 化 
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图 12-32 aOR AR ADH 
IRE a C2 2 LH IC Mit 
存在 。 它 们 组 成 了 笨 精 膜 确 脂 的 80% 一 90% 
除了 一 个 乙醇 胺 头 部 和 一 个 连接 在 甘油 硫酸 
《所 有 确 脂 的 通用 骨架 分 子 ) 上 的 长 链 脂肪 酸 
外 ， 缩 酶 确 脂 含有 一 个 特殊 的 脂肪 醉 ， 通 过 
能 键 连接 在 甘油 砚 酸 上 左下 角 ) 


合 物 中 的 重要 反应 ) 过 程 的 副 产 物 的 氧化 [图 12-33CA)]。 正 如 第 14 章 所 述 ， 这 一 消耗 0; 、 


释放 CO 过 程 称 做 
脂 类 中 的 脂肪 酸 转变 成 幼 龄 植物 生 
到 糖 类 的 转化 需要 称 为 乙 醛 酸 循环 的 


呼吸 作用 。 另 一 种 过 


于 萌发 的 种 子 ， 负 责 将 储存 在 种 子 
必需 的 糖 类 ， 因 而 其 地 位 十 分 重要 。 由 于 从 脂 类 


-系列 反应 才能 发 生 ， 因 而 这 种 过 氧化 物 酶 体 也 被 称 为 乙 


醛 酸 循环 体 [图 12-33(B)]。 在 乙 醛 酸 循环 中 ,过 氧化 物 酶 体 中 脂肪 酸 降解 产生 的 每 2 分 子 乙酰 


辅酶 A 用 于 丁 二 酸 的 合成 ， 新 合成 的 本 
没有 乙 醛 酸 循环 过 程 ， 因 此 动物 不 能 利 


二 酸 离开 过 氧化 物 酶 体 并 转化 成 葡萄 糖 。 动 物 细胞 中 
用 脂肪 中 的 脂肪 酸 产生 碳水 化 合 


(B) 


图 12-33 ”植物 细胞 中 两 种 过 氧化 物 酶 体 
《A) 烟草 叶片 叶肉 细胞 沾 含有 类 结晶 核 的 过 氧化 物 酶 体 。 它 和 叶绿体 紧密 连接 ， 被 认为 在 光 呼吸 过 程 中 促进 两 种 细 
胞 器 之 问 的 物质 交换 。(B) 萌发 后 4 天 的 番 苟 种 子 储存 脂肪 的 子叶 细胞 中 的 过 氧化 物 酶 体 。 在 此 处 ， 过 和 氧化 物 酶 休 
(LEMSA 和 储存 脂肪 的 脂 质 体 相连 。 反 映 了 它们 在 种 子 萌发 过 程 中 的 嫉 肪 代谢 和 糖 异 生 中 的 中 心 作用 
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一 个 短 的 信号 序列 引导 蛋白 质 输 入 过 氧化 物 酶 体 


大 多 数 过 氧化 物 酶 体 蛋 白 的 C 端 都 存在 一 个 特异 性 的 3 氨基 酸 序列 ， 它 是 过 氧化 物 酶 体 
蛋白 质 的 输入 信号 〈 表 12-3)。 其 余 少 部 分 过 氧化 物 酶 体 蛋白 在 靠近 N 端的 位 置 上 具有 信号 
序列 。 如 果 将 上 述 任意 一 种 序列 通过 实验 手段 连接 在 细胞 质 基质 蛋白 上 ， 则 该 蛋白 质 也 可 被 
输入 过 氧化 物 酶 体 。 虽 然 已 知 输入 过 程 和 细胞 质 基质 中 识别 定 为 信号 的 可 溶性 受 体 蛋白 有 关 ， 
也 和 过 氧化 物 酶 体 胞 质 面 的 停靠 蛋白 有 关 ， 但 是 对 整个 输入 过 程 的 了 解 依然 很 少 。 这 一 过 程 
至 少 有 23 种 被 称 为 peroxin 的 特殊 蛋白 质 参与 ， 其 能 量 来 源 于 ATP 的 水 解 。 由 于 寡 聚 蛋白 在 
输入 过 氧化 物 酶 体 时 无 需 展开 ， 说 明 这 一 机 制 和 线粒体 、 叶 绿 体 的 输入 机 制 有 明显 区 别 。 并 
且 至 少 有 一 种 可 溶性 输入 受 体 一 一 peroxin Pex5， 在 整个 过 程 中 协同 其 转运 物 进入 过 氧化 物 
酶 体 ， 在 释放 转运 物 后 又 返回 细胞 质 基质 。 蛋 白质 输入 过 氧化 物 酶 体 的 这 些 特征 和 和 蛋白质 输 
人 细胞 核 的 过 程 十 分 相似 。 

人 类 遗传 疾病 泽 韦 格 综合 征 〈 脑 - 肝 - 肾 综合 征 ) 显示 了 这 一 输入 过 程 以 及 过 氧化 物 酶 体 
本 身 的 重要 性 。 这 种 病症 由 蛋白 质 输入 过 氧化 物 酶 体 的 缺陷 导致 严重 的 过 氧化 物 酶 体 缺乏 引 

过 氧化 多 机体 起 。 患 者 的 细胞 仅 含有 “ 空 载 的 ”过 氧化 物 酶 体 ， 脑 、 
肝 和 肾 都 严重 异常 ， 因 而 在 出 生 后 很 快 死亡 。 已 经 证 
实 ， 导 致 这 种 病症 的 一 种 基因 突变 是 编码 和 和 蛋白质 输 
人 相关 的 一 种 过 氧化 物 酶 体 膜 内 在 蛋白 一 一 peroxin 
Pex2 的 基因 突变 。 另 一 种 温和 的 遗传 性 过 氧化 物 酶 体 
疾病 是 由 于 结合 N 端 输 入 信号 的 受 体 缺陷 所 致 

大 多 数 过 氧化 物 酶 体 膜 蛋白 在 细胞 质 基 质 中 产生 ， 
然后 再 插入 已 存在 的 过 氧化 物 酶 体 腊 上。 因此 ， 新 的 
过 氧化 物 酶 体 是 通过 前 已 存在 的 个 体 的 生长 和 分 裂 产 
生 ， 这 和 先前 介绍 的 线粒体 及 质 体 相同 ， 也 和 下 文 将 
提 到 的 内 质 网 一 样 (图 12-34) 。 


小 结 


过 氧化 物 酶 体 专 门 负责 利用 氧 分 子 进行 氧化 反应 ， 
产生 过 氧化 气 ， 然 后 利用 后 者 的 氧化 性 实现 必要 的 目 
的 反应 ， 包 括 通过 过 氧化 物 酶 体 中 过 氧化 氢 酶 的 俊 化 

Specie did 进行 自身 氧化 还 原 反应 清除 过 量 的 过 氧化 气 。 过 氧化 
图 12-34 ”新 过 氧化 物 酶 体 产生 的 模型 ” 手 酶 体 对 合成 神经 细胞 峰 鞘 形成 过 程 所 必需 的 特定 磷 
过 氧化 物 酶 体 膜 含有 输入 受 体 蛋 白 。 包括 新 ” 脱 也 有 具有 重要 作用 。 和 线粒体 、 质 体 相似 ， 过 和 氧化 物 
的 输入 受 体 在 内 的 过 氧化 物 酶 体 蛋白 都 是 由 酶 体 被 认为 是 自主 复制 的 细胞 器 。 但 由 于 它 不 含有 
ea he ep DNA 或 核糖 体 ， 因 此 必须 从 细胞 质 基 质 中 输入 蛋白 
这 一 输入 途径 (将 在 下 文 讨论 内 质 网 中 产生 质 。 很 多 过 氧化 物 酶 体 蛋白 靠近 C 端的 位 置 上 含有 特 
的 脂 类 是 如 何 通过 细胞 质 基质 运送 到 其 他 细 “异性 的 3 气 基 酸 序列 。 蛋 白质 输入 基质 和 线粒体 及 叶 
胞 器 的 )。 在 这 个 模型 中 ， 过 氧化 物 酶 体 被 认 ” 绿 体 明 显 不 同 ， 寡 聚 蛋白 可 在 非 伸展 状态 下 被 转运 入 
为 仅 通过 生长 和 分 型 的 过 程 从 前 已 存在 的 过 “过 氧化 物 酶 体 。 

氧化 物 栈 体 中 产生 
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内 质 网 


所 有 真 核 细胞 都 具有 内 质 网 ， 一 个 普通 动物 细胞 中 的 内 质 网 膜 一 般 占 总 膜 量 的 一 半 以 上 
GR 12-2)。 内 质 网 是 由 遍及 细胞 质 基 质 的 分 枝 状 小 管 和 扁平 圳 构成 的 网 状 迷 宫 结构 
(图 12-35)。 所 有 小 管 和 圳 都 互相 连接 ， 所 以 内 质 网 是 一 层 连续 的 膜 包围 的 细胞 内 一 个 独立 空 
间 。 这 个 高 度 蚁 晓 卷 曲 的 空间 被 称 为 内 质 网 腔 或 内 质 网 池 ， 通 常 占 细胞 总 体积 的 10% 以 上 
( 表 12-1) 。 内 质 网 膜 将 内 质 网 腔 和 细胞 质 基质 分 隔 ， 并 协调 两 个 空间 分 子 的 选择 性 转运 。 


(B) 
Zum 10 pm 


图 12-35 ”内 质 网 的 荧光 显 微 照片 
CA) 一 个 培养 的 哺乳 动物 细胞 中 的 部 分 内 质 网 ， 其 蛋白 质 与 抗体 结合 而 使 内 质 网 被 染色 。 内 质 网 以 网 络 的 
形式 在 整个 细胞 质 基质 中 伸展 ， 因 此 细胞 内 各 个 区 域 都 和 内 质 网 膜 的 一 部 分 相 接近 。(B) 一 个 活体 植物 细 
胞 中 的 部 分 内 质 网 ， 通 过 遗传 工程 手段 使 细胞 内 质 网 表达 荧光 恒 白 


内 质 网 的 核心 功能 是 脂肪 和 蛋白质 的 合成 ， 其 膜 是 大 部 分 细胞 器 中 所 有 跨 膜 蛋白 及 脂 类 
的 合成 场所 ， 包 括 内 质 网 自身 、 高 尔 基体 、 溶 酶 体 、 内 含 体 、 分 泌 小 泡 以 及 细胞 膜 。 内 质 网 
生产 线粒体 和 过 氧化 物 酶 体 膜 所 需 的 大 部 分 脂 类 物质 ， 对 其 形成 起 到 了 主要 作用 。 除 此 之 外 ， 
绝 大 多 数 分 泌 至 胞 外 的 蛋白 质 ， 内 质 网 、 高 尔 基体 及 溶 酶 体 蛋 白 最 初 都 先 被 运送 至 内 质 网 
腔 中 。 


Hie BA Re OH A A A 


内 质 网 从 细胞 质 基 质 中 选择 性 捕获 正在 合成 的 蛋白 质 。 这 些 蛋 白质 分 为 两 类 : 跨 膜 蛋白 ， 
部 分 易 位 通过 内 质 网 膜 并 嵌 合 其 中 ; 水 溶性 蛋白 质 ， 完 全 通过 内 质 网 膜 进 入 内 质 网 腔 。 一 些 
跨 膜 蛋白 始终 在 内 质 网 上 发 挥 功效 ， 但 大 部 分 最 终 都 位 于 细胞 膜 或 其 他 细胞 器 的 膜 上 。 水 溶 
性 蛋白 质 将 被 运送 至 细胞 器 腔 或 被 分 泌 。 不 管 其 最 终 定位 在 哪里 ， 上 述 所 有 和 蛋白质 都 被 相同 
的 信号 序列 引导 至 内 质 网 膜 、 以 相似 的 机 制 易 位 进入 内 质 网 。 

在 哺乳 动物 细胞 中 ， 蛋 白质 在 多 肽 链 合成 完全 之 前 就 开始 输入 内 质 网 ， 即 内 质 网 输入 是 
一 个 协同 翻译 过 程 。 这 与 蛋白 质 输入 线粒体 、 叶 绿 体 、 核 及 过 氧化 物 酶 体 的 翻译 后 过 程 明显 
不 同 。 由 于 当 蛋 白质 的 一 端 进入 内 质 网 时 其 余部 分 的 多 肽 链 仍 在 合成 ， 因 而 蛋白 质 从 未 被 释 
放 进 入 细胞 质 基质 ， 在 到 达 内 质 网 膜 上 的 易 位 体 之 前 也 不 存在 折 笃 的 危险 。 所 以 ， 和 线粒体 、 
叶绿体 的 蛋白 质 翻 译 后 输入 过 程 相 比 ， 内 质 网 易 位 不 需要 伴侣 蛋白 来 维持 蛋白 质 的 伸展 状态 。 
合成 蛋白 质 的 核糖 体 直接 附着 在 内 质 网 膜 上 。 这 些 膜 旁 核糖 体 包 被 在 内 质 网 表面 ， 产 生 糙 面 
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内 质 网 [图 12-36(A)]。 

细胞 质 基质 中 两 种 空间 位 置 不 同 的 核糖 体 。 膜 旁 核糖 体 附着 在 内 质 网 膜 的 胞 质 面 ， 负 责 
合成 的 蛋白 质 在 合成 过 程 中 同时 易 位 进入 内 质 网 。 游 离 核糖 体 不 与 任何 膜 结合 ， 合 成 核 基因 
组 编码 的 其 他 蛋白 质 。 膜 旁 核糖 体 和 游离 核糖 体 在 结构 和 功能 上 相同 ， 它 们 的 区 别 仅 是 合成 
不 同 的 蛋白 质 。 当 一 个 核糖 体 恰好 合成 一 个 带 有 内 质 网 信号 序列 的 蛋白 质 时 ， 信 号 序列 将 核 
糖 体 引导 至 内 质 网 膜 上 。 

因为 很 多 核糖 体 可 以 同时 结合 在 一 条 mRNA 链 上 ， 所 以 它们 经 常 形成 多 核糖 体 ， 并 被 正 
在 延伸 的 多 肽 链 的 信号 序列 引导 至 内 质 网 膜 上 [图 12-36(B)]。 结 合 在 这 种 mRNA 分 子 上 的 
核糖 体 在 完成 mRNA 的 3 端 翻译 后 可 以 返回 细胞 质 基质 中 。 但 是 mRNA 分 子 仍然 被 其 他 的 
核 精 体 黏 附 在 内 质 网 膜 上 ， 这 些 核糖 体 都 是 被 易 位 体 短暂 地 固定 于 膜 上 的 。 相 反 ， 如 果 一 个 
mRNA 分 子 编码 的 蛋白 质 没有 内 质 网 信号 序列 ， 则 形成 的 多 核糖 体 始终 处 于 游离 状态 ， 并 直 
接 释放 蛋白 质 于 细胞 质 基质 中 。 因 此 ， 只 有 那些 编码 含 内 质 网 信号 序列 蛋白 质 的 mRNA 分 子 
结合 粗 面 内 质 网 膜 ， 而 编码 其 他 蛋白 质 的 mRNA 分 子 游离 于 细胞 质 基质 中 。 而 核糖 体 亚 基 个 
体 则 在 两 种 空间 位 置 隔离 的 mRNA 分 子 间 随 机 运动 (图 12-37) 。 
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81236 粗 面 内 质 网 
CA) 一 个 胰腺 分 泌 细胞 的 粗 面 内 质 网 电镜 照片 。 胰 腺 分 党 细胞 每 日 产生 并 分 泌 大 基 消 化 酶 ， 在 电镜 照片 中 ， 
其 细胞 质 基质 充满 膜 上 附着 核糖 体 的 密集 排列 的 内 质 网 。 在 图 的 左上 是 细胞 核 及 其 核 被 膜 的 一 部 分 ， 注 意外 
核 膜 和 内 质 网 膜 相连 接 ， 并 且 其 上 也 附着 有 核糖 体 。 (B) 附着 在 内 质 网 上 的 多 核糖 体 的 薄 切 片 电镜 照片 。 
截面 显示 在 一 些 区 域 ， 平 行 于 膜 的 内 质 网 被 切断 ， 显 示 出 多 核糖 体 的 玫瑰 花环 形态 


光 面 内 质 网 在 某 些 特殊 细胞 中 大 量 存在 


缺乏 膜 旁 核糖 体 的 内 质 网 成 为 光 面 内 质 网。 在 大 多 数 细胞 中 ， 这 种 内 质 网 通常 极 少 并 且 
半 光 滑 半 粗糙 。 光 面 内 质 网 含有 内 质 网 出 口 位 点 ， 以 供 装载 了 新 合成 的 蛋白 质 和 脂 类 的 运输 
小 泡 出 芽 运 送 到 高 尔 基体 ， 因 此 它们 有 时 又 称 为 过 渡 内 质 网 。 但 是 在 某 些 特殊 细胞 中 ， 光 面 
内 质 网 大 量 存在 并 且 具 有 额外 的 功能 ， 尤 其 是 在 那些 专门 负责 脂 类 代谢 的 细胞 中 特别 突出 。 


例如 ， 利 用 胆固醇 合成 类 固 醇 激素 的 细胞 具有 扩大 的 光 面 内 质 网 来 储存 生产 胆 周 醇和 加 工 它 
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图 12-37 游离 核糖 体 和 膜 结合 核糖 体 
核糖 体 库 用 于 合成 停留 在 细胞 质 基质 中 的 蛋白 质 和 转运 进入 内 质 网 的 蛋白 质 。 新 合成 的 多 肘 链 上 的 内 质 网 信号 序列 
引导 合成 它 的 核糖 体 至 内 质 网 膜 。 当 多 个 核 炳 体 循环 通过 mRNA 分 子 时 ， 后 者 始终 作为 多 核 精 体 的 一 部 分 结合 在 内 
质 网 上 。 在 每 一 次 蛋白 质 合 成 完成 后 ， 核 糖 体 亚 基 都 会 被 释放 然后 重新 回 到 细胞 质 基质 中 的 核糖 体 库 中 


成 为 激素 所 必需 的 酶 [图 12-38(A)]。 

肝脏 中 的 主要 细胞 肝 细 胞 是 另 一 种 含有 大 量 光 面 内 质 网 的 细胞 ， 它 是 产生 脂 蛋 白 颗粒 的 
主要 场所 ， 脂 蛋白 能 将 脂 类 从 血液 中 运送 至 机 体 的 其 他 部 分 。 合 成 脂 蛋白 脂 类 部 分 的 酶 定位 
在 光 面 内 质 网 的 膜 上 ， 除 此 之 外 ， 脂 溶性 药物 和 众多 代谢 有 害 产物 的 解毒 反应 的 催化 酶 也 在 
光 面 内 质 网 中 。 解 毒 反应 中 研究 得 最 多 的 是 细胞 色素 P450 家 族 酶 系 ， 它 催化 一 系列 反应 使 得 


粗粮 内 质 网 光 面 内 质 网 


200 nm 


图 12-38 HARA 
CA) 类 国 醇 激素 分 泌 细胞 中 的 大 其 光 面 内 质 网 。 这 张 电镜 照片 显示 人 军 丸 中 分 泌 军 酮 的 Leydig 细胞 。(B) 肝脏 
细胞 光 面 内 质 网 和 粗 而 内 质 网 区 域 的 三 维 结构 重建 。 粗 面 内 质 网 形成 多 摆 有 方向 的 扁平 池 ， 每 个 池 管 腔 为 20 一 
30nm 宽 。 光 面 内 质 网 和 这 些 池 相 连 形成 直径 为 30 一 60nm 的 管道 网 络 结构 
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水 溶性 药物 或 代谢 物 尽 可 能 地 溶 于 水 中 离开 细胞 以 尿 的 形式 排泄 出 去 ， 否 则 这 些 有 害 物质 将 
在 细胞 膜 系统 上 累积 。 巾 于 粗 面 内 质 网 不 能 容纳 足够 的 这 种 酶 以 及 其 他 必要 的 酶 类 ， 通 常 肝 
细胞 中 内 膜 系统 主要 由 光 面 内 质 网 构成 [图 12-38(B) 和 表 12-2], 

当 大 量 的 特定 化 合 物 ， 例 如 ， 药 物 葵 巴 比 有 要 进入 机 体循环 时 ， 肝 脏 中 会 大 量 合成 解毒 反 
应 的 酶 ， 光 面 内 质 网 的 表面 积 在 几 天 之 内 就 会 成 倍增 加 。 一 旦 药物 消失 ， 多 余 的 光 面 内 质 网 
膜 会 特异 上 且 迅速 地 被 一 个 称 为 自 吞 噬 作 用 的 溶 酶 体 依赖 过 程 清除 〈 讨 论 见 第 13 章 )。 但 是 目 
前 尚 不 知 这 一 巨大 的 变化 过 程 是 如 何 被 调节 的 。 

大 多 数 真 核 细胞 光 面 内 质 网 的 另 一 功能 是 把 Ca 和 细胞 质 基质 分 隔 开 。 正 如 第 15 章 所 
述 ， 很 多 对 细胞 外 信号 的 迅速 反应 都 离 不 开 内 质 网 的 Ca** 释放 以 及 紧 随 的 Caz+ 从 细胞 质 基质 
中 重 摄取 的 过 程 。 内 质 网 中 具有 高 浓度 的 钙 结合 蛋白 ， 这 促进 了 内 质 网 腔 的 Ca+ 储存 。 在 某 
些 甚至 大 部 分 细胞 类 型 中 ， 内 质 网 的 特定 区 域 专门 负责 Cat 的 储存 。 例 如 ， 肌 细胞 具有 大 量 
专门 化 的 光 面 内 质 网 ， 称 为 肌 质 网 ， 它 利用 Ca -ATP 酶 将 Caz+ 从 细胞 质 基质 中 泵 入 内 质 网 
E, (BE CaP 和 细胞 质 基质 隔离 。 在 每 一 次 肌 收缩 过 程 中 ， 肌 质 网 的 Caz+ 释放 和 重 摄取 分 别 引 
起 肌 原 纤维 的 收缩 和 舒张 〈 讨 论 见 第 16 章 ) 。 

下 面 我 们 将 讨论 内 质 网 的 两 个 主要 功能 : 合成 修饰 蛋白 质 以 及 合成 脂 类 。 


糙 面 内 质 网 和 光 面 内 质 网 可 以 通过 离心 分 离 


为 了 研究 内 质 网 的 生化 功能 ， 分 离 内 质 网 膜 是 十 分 必要 的 。 巾 于 内 质 网 和 细胞 质 基质 中 
的 其 他 成 分 杂乱 地 挫 杂 在 一 起 ， 因 此 这 看 起 来 似乎 是 不 可 能 完成 的 任务 。 所 幸 当 组 织 或 细胞 
经 过 匀 浆 破碎 后 ， 内 质 网 会 断裂 为 碎片 并 重新 结合 为 很 多 封闭 的 小 襄 泡 (直径 100 一 200nm)， 
称 为 微粒 体 。 这 些微 粒 体 相对 容易 纯化 。 来 源 于 粗 面 内 质 网 的 微粒 体 布 满 核糖 体 ， 称 为 粗糙 
微粒 体 。 核 糖 体 一 般 总 是 在 外 表面 ， 因 此 微粒 体 的 内 表面 在 生化 特征 上 和 内 质 网 腔 面相 同 
(图 12-39) 。 因 为 它们 可 以 容易 地 以 功能 型 的 形式 纯化 出 来 ， 粗 糙 微 粒 体 对 于 研究 粗 面 内 质 网 
中 进行 的 生化 过 程 极 为 有 用 。 对 于 生物 化 学 家 来 说 ， 它 们 是 粗 面 内 质 网 的 微缩 模型 ， 可 以 进 
行 蛋白 质 的 合成 、 糖 基 化 ，Ca** 的 摄取 以 及 脂 类 的 合成 。 

在 匀 桨 液 中 还 可 以 找到 很 多 和 粗糙 微粒 体 大 小 相似 但 缺乏 附着 的 核糖 体 的 事 泡 。 这 些 光 
滑 微粒 体 部 分 来 源 于 光 面 内 质 网 ， 部 分 来 源 于 细胞 膜 、 高 尔 基体 、 胞 内 体 以 及 线粒体 的 片段 
(成 分 比例 取决 于 组 织 )。 因 此 ， 和 粗 面 内 质 网 碎片 产生 的 粗糙 微粒 体 相 比 ， 光 滑 微粒 体 的 来 
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RHEIN 
糖 浓度 的 试管 
图 12-39 分 离 从 内 质 网 纯化 出 的 粗糙 微粒 体 和 光滑 微粒 体 


《A) 当 用 梯度 蔗糖 溶液 将 两 种 微 体 沉淀 至 平衡 状态 时 ， 可 以 根据 其 不 同 的 密度 将 它们 分 开 。(B) 纯化 的 粗 面 内 
质 网 碎片 薄 切 片 的 电镜 照片 显示 大 量 核糖 体 附着 的 亲 泡 
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源 难以 判定 。 但 是 肝脏 的 微粒 体 是 一 个 例外 ， 因 为 肝 细 胞 的 光 面 内 质 网 数量 出 奇 的 多 ， 肝 脏 
匀 浆 液 中 的 大 多 数 光滑 微粒 体 来 源 于 光 面 内 质 网 。 

附着 的 核糖 体 使 得 粗糙 微粒 体 的 密度 大 于 光滑 微粒 体 [图 12-39(B)]， 因 此 通过 均衡 离 
心 可 以 将 它们 彼此 分 离 。 当 比较 分 离 的 肝脏 粗糙 微粒 体 和 光滑 微粒 体 的 酶 活性 、 多 肽 链 成 分 
等 其 他 性 质 时 ， 它 们 十 分 相似 但 不 尽 相同 : 显然 由 于 内 质 网 膜 是 一 个 连续 、 流 动 的 膜 ， 其 膜 
成 分 可 以 在 粗糙 和 光滑 区 域 间 自 由 传播 。 但 是 粗糙 微粒 体 比 光滑 微粒 体 多 含有 20 种 蛋白 质 ， 
说 明 存 在 一 个 针对 一 类 内 质 网 膜 蛋白 的 分 离 机 制 。 这 类 和 蛋白 质 中 的 一 部 分 帮助 核糖 体 结 合 在 
粗 面 内 质 网 上 ， 其 余 可 能 使 粗 面 内 质 网 部 分 成 为 扁平 状 [图 12-38(B)]。 尚 不 清楚 这 类 和 蛋白 
质 是 通过 在 类 脂 双 层 膜 中 形成 二 维 的 集合 体 还 是 通过 和 内 质 网 膜 两 面 的 结合 蛋白 网 络 相互 作 
用 被 限定 在 粗 面 内 质 网 上 的 。 


信号 序列 是 在 输入 糙 面 内 质 网 的 蛋白 质 中 首次 发 现 的 


信号 序列 〈 以 及 蛋白 质 分 选 的 信号 序列 机 制 ) 是 在 20 世纪 70 年 代 早 期 在 分 泌 蛋 白 中 发 
现 的 。 这 些 分 泌 蛋 白 首先 易 位 穿 过 内 质 网 膜 ， 最 终 被 细胞 释放 至 胞 外 。 在 关键 实验 中 ， 编 码 
分 泌 蛋 白 的 mRNA 被 体外 核糖 体 翻译 。 当 这 个 无 细胞 系统 中 不 加 入 微粒 体 时 ， 合 成 的 蛋白 质 
比 正常 的 分 刻 蛋 白 略 大 一 点 ， 多 出 的 长 度 即 是 N 端 前 导 肽 。 当 加 入 来 自 粗 面 内 质 网 的 微粒 体 
时 ， 系 统合 成 了 正确 大 小 的 蛋白 质 。 信 和 号 假说 揭示 了 这 一 实验 结果 : 前 导 肽 作为 内 质 网 信和 号 
序列 引导 分 泌 蛋 白 至 内 质 网 膜 ， 随 后 在 多 肽 链 翻 译 完 成 之 前 被 内 质 网 膜 中 的 信号 肽 酶 切除 
(图 12-40) 。 


ae 


图 12-40 信号 假说 
按 最 初 假设 绘制 的 跨 内 质 网 膜 蛋 白质 易 位 简易 模式 。 当 内 质 网 信号 序列 从 核糖 体 中 露出 后 ， 会 引导 核糖 体 至 内 质 网 膜 上 的 
易 位 体 ， 易 位 体 在 膜 上 形成 一 个 孔道 使 多 肽 链 从 此 处 通过 。 在 易 位 过 程 中 ， 信 和 号 序列 被 信号 肘 酶 移 除 ， 成 熟 的 蛋白 质 在 合 
成 后 即刻 便 被 释放 至 内 质 网 腔 。 我 们 现在 知道 这 个 假设 大 体 上 是 正确 的 ， 但 是 还 有 一 些 图 中 未 显示 的 附加 成 分 
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根据 信号 假说 ， 分 泌 蛋 白 在 体外 合成 过 程 中 应 进入 微粒 体腔 。 这 可 利用 蛋白 酶 的 作用 证 
实 : 当 体系 中 不 存在 微粒 体 时 ， 加 入 的 蛋白 酶 可 以 将 新 合成 的 蛋白 质 降 解 ; 而 微粒 体 存在 的 
条 件 下 ， 由 于 微粒 体 膜 的 保护 ， 相 同 的 蛋白 质 可 以 保持 完整 。 但 是 当 不 含 内 质 网 信号 序列 的 
蛋白 质 在 细胞 外 体系 中 合成 后 ， 它 们 不 能 输入 微粒 体 因而 会 在 蛋白 酶 作用 的 情况 下 降解 。 

信号 假说 已 经 得 到 了 遗传 学 实验 和 生化 实验 的 完全 证 实 ， 并 且 它 对 植物 细胞 、 动 物 细胞 
以 及 跨 细菌 细胞 膜 、 线 粒 体 膜 、 叶 绿 体 膜 和 过 氧化 物 酶 体 膜 的 蛋白 质 易 位 都 是 普 适 的 。N 端 
内 质 网 信号 序列 不 仅 介 导 可 溶性 分 泌 和 蛋白， 并 且 介 导 其 他 所 有 产生 于 粗 面 内 质 网 上 核糖 体 的 
蛋白 质 前 体 易 位 ， 包 括 膜 蛋白 。 这 些 序列 的 信号 功能 是 通过 重组 DNA 技术 被 直接 证 实 的 : 
将 内 质 网 信号 序列 连接 在 本 来 不 含有 它们 的 蛋白 质 上 ， 结 果 是 融合 蛋白 被 引导 进入 内 质 网 。 

无 细胞 系统 中 ， 蛋 白质 输入 微粒 体 。 这 为 鉴定 、 纯 化 和 研究 各 种 负责 内 质 网 输入 过 程 分 
子 机 制 中 的 各 种 成 分 提供 了 强 有 力 的 分 析 手 段 。 


一 种 信号 识别 蛋白 (SRP) 引 导 内 质 网 信号 蛋白 结合 糙 面 内 质 网 膜 上 
特异 性 受 体 

内 质 网 信号 序列 被 至 少 两 种 成 分 引导 至 内 质 网 膜 ， 在 内 质 网 膜 和 细胞 质 基 质 之 间 循 环 的 
信号 识别 蛋白 (SRP) ， 它 可 以 结合 信号 序列 ， 以 及 内 质 网 膜 上 的 信号 识别 蛋白 受 体 。 信 和 号 识 
别 蛋 白 是 一 个 由 6 条 不 同 的 多 肽 链 结合 一 条 小 RNA 单 链 分 子 组 成 的 复合 体 [图 12-41(A)]。 
SRP 的 同系 物 及 其 受 体 在 所 有 被 研究 过 的 有 机 体 中 都 有 发 现 ， 这 说 明 这 种 蛋白 质 定位 机 制 在 
进化 过 程 中 很 早 就 出 现 了 ， 并 且 保 留 至 今 。 

内 质 网 信号 序列 在 氨基 酸 序 列 上 有 很 大 差异 ， 但 是 每 一 种 都 在 其 中 心 位 置 含有 8 个 以 上 
非 极 性 氨基 酸 〈 表 12-3)。SRP 如 何 特异 性 地 结合 这 么 多 不 同 的 序列 ? 答案 来 自 SRP 蛋白 的 
结晶 结构 ， 它 显示 信号 序列 的 结合 位 点 个 连接 甲 硫 氨 酸 的 大 型 玖 水 口袋 [图 12-41(B)]。 
由 于 甲 硫 氨 酸 的 残 基 不 分 支 且 易 弯 曲 ， 因 而 这 个 具有 相当 大 可 塑性 的 口袋 可 以 容纳 不 同 序列 
和 形态 的 朴 水 信号 序列 。 


SRP RNA 分 子 信号 序列 结合 位 


(A) GTPase 和 SRP 受 体 结合 位 点 
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图 12-41 信号 识别 蛋白 (SRP) 
CA) 哺乳 动物 的 SRP 是 一 种 包含 6 个 蛋白 亚 基 和 1 个 RNA 分 子 (SRP RNA) 的 复合 体 。SRP 的 一 端 结合 在 正在 
生长 的 多 肽 链 的 信号 序列 上 ， 而 另 一 端 结合 在 核糖 体 上 中 止 翻译 过 程 。 信 号 识别 蛋白 中 的 RNA 可 能 介 导 了 SRP 和 
核糖 体 RNA 的 反应 。(B) 细菌 SRP 亚 基 的 信号 序列 结合 功能 结构 域 的 结晶 结构 。 这 一 功能 结构 域 具有 一 个 大 型 
的 、 暴 圳 的 结合 袋 ， 由 硫 水 性 氨基 酸 构成 ， 其 中 主要 是 甲 硫 氨 酸 。 袋 用 灰色 阴影 凸现 出 来 以 强调 其 位 置 。 甲 硫 氨 酸 
灵活 的 侧 链 非常 适 于 构建 适应 其 他 不 同 蛋白 质 的 疏水 性 结合 位 点 。 例 如 ， 钙 调 蛋 白 《 如 第 15 章 中 所 述 ) 可 结合 很 
ZEKA. HAM SRP 一 样 具 有 很 多 甲 硫 氨 酸 诊 集 域 以 结合 固定 不 同形 状 的 目标 〈 图 15-40) 
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当 多 肽 链 一 出 核糖 体 ，SRP 就 会 结合 在 内 质 网 信号 序列 上 。 这 会 引起 蛋白 质 合成 的 暂 
停 ， 暂 停 可 能 使 得 核糖 体 在 多 肽 链 完成 合成 之 前 有 足够 的 时 间 结 合 到 内 质 网 膜 上 ， 这 样 就 保 
证 蛋白 质 不 被 释放 到 细胞 质 基质 中 。 这 一 安全 的 结构 可 能 对 分 泌 水 解 酶 和 溶 酶 体 水 解 酶 尤为 
重要 ， 因 为 一 旦 它们 被 释放 到 细胞 质 基 质 中 ， 将 引起 严重 的 破坏 ， 此 外 ， 分 泌 大 量 水 解 酶 的 
细胞 还 有 其 他 防护 措施 : 在 它们 的 细胞 质 基质 中 存在 高 浓度 的 水 解 酶 抑制 体 。 

一 旦 SRP -核糖 体 复合 物 形成 ，SRP 就 会 和 受 体 结合 。SRP 受 体 是 粗 面 内 质 网 膜 上 的 膜 
内 在 蛋白 ， 仅 部 分 暴露 于 胞 质 面 。SRP 及 其 受 体 的 相互 作用 将 SRP- 核 糖 体 复合 体 带 至 蛋白 质 
易 位 体 ， 随 后 SRP 和 SRP 受 体 被 释放 ， 仍 在 合成 生长 的 多 肽 链 穿 过 内 质 网 膜 (图 12-42). 


hancs SRP 与 SRP 受 
体 释 放 并 循环 
( \ S 与 SRP 绑 定 的 核糖 
3, 译 的 暂 d 体 在 内 质 网 膜 上 
fs | 与 5RP 受 体 结合 4 
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KAR pi ”和 粗 糖 内 质 网 膜 上 
位 分 子 的 SRP 受 体 组 白 
图 12-42 ”内 质 网 信号 序列 和 SRP 如 何 引 导 核 糖 体 至 内 质 网 膜 
内 质 网 及 其 受 体 共同 作用 。SRP 同时 结合 核糖 体 和 暴露 出 的 内 质 网 信号 序列 ， 由 此 引发 翻译 的 中 止 。 内 质 网 上 的 SRP 
受 体 由 两 种 不 同 的 多 肽 链 组 成 ， 它 结合 SRP- 核 糖 体 复合 体 并 引导 其 至 易 位 体 处 。 后 续 的 反应 至 今 了 解 不 多 ，SRP 和 
SRP 受 体 从 核 精 体 上 释放 下 来 ， 留 下 结合 在 内 质 网 易 位 体 上 的 核糖 体 。 然 后 易 位 体 使 多 肘 链 搬 人 并 通过 内 质 网 类 脂 双 层 
膜 。 内 为 SRP 的 一 条 链 和 SRP 受 体 的 两 条 链 都 具有 GTP 结合 功能 结构 域 ， 因 此 伴随 着 GTP 结合 和 水 解 循 环 过 程 〈 讨 
论 见 第 15 章 ) 发 生 的 构象 转变 被 认为 确保 了 SRP 的 释放 仅 发 生 在 核糖 体 正确 的 结合 了 内 质 网 膜 上 的 易 位 体 之 后 。 易 位 
体 一 直 是 关闭 的 《内 质 网 腔 而 塞 原理 显示 )， 直 到 内 质 网 结合 时 才 打 开 ， 因 此 内 质 网 始终 存在 透 过 屏障 


多 肽 链 通 过 易 位 体 的 含水 孔道 

多 肽 链 在 跨 内 质 网 膜 的 过 程 中 究竟 是 直接 和 类 脂 双 层 膜 接触 还 是 通过 蛋白 质 易 位 体 孔道 

一 个 争论 了 很 久 的 问题 。 最 终 这 个 争论 以 蛋白 质 易 位 体 的 纯化 而 宣告 结束 。 易 位 体 在 膜 上 

形成 了 一 个 充满 水 的 孔道 ， 多 肽 链 通 过 这 个 孔道 穿 过 膜 。 称 为 Sec61 复合 体 的 易 位 体 由 3 一 4 
个 蛋白 质 复合 体 组 成 ， 每 一 个 复合 体 都 由 3 个 跨 膜 蛋白 组 装 成 一 个 环形 结构 。 

当 核糖 体 结合 其 上 时 ， 易 位 体 的 中 心 孔道 和 核糖 体 大 亚 基 的 通道 连通 ， 使 得 正在 伸 长 的 
多 肽 链 从 核糖 体 中 进入 易 位 体 〈 图 12-43)。 核 糖 体 和 结合 的 易 位 体 之 间 紧 紧密 封 不 允许 任何 
分 子 逃 离 内 质 网 ， 好 像 核糖 体 中 的 空间 和 内 质 网 腔 中 的 空间 是 自然 连续 的 (图 12-44)。 但 是 
易 位 体 上 的 孔道 并 非 始终 打开 ; 否则 Ca 可 能 在 核糖 体 分 离 时 泄漏 出 来 。 因 此 普遍 认为 内 质 
网 腔 蛋 白 可 能 充当 了 塞 子 ， 或 者 易 位 体 自身 在 没有 核糖 体 结合 时 可 以 发 生 重 排 ， 自 动 关闭 孔 
道 。 这 样 ， 易 位 体 孔道 就 成 为 一 个 动态 结构 ， 仅 当 正 在 合成 多 肽 链 的 核糖 体 和 内 质 网 膜 结合 
时 ， 才 开放 片刻 。 

正在 生长 的 多 肽 链 中 的 信号 序列 被 认为 可 以 引起 孔道 的 开放 ， 在 信号 序列 从 SRP 中 被 释 
放出 来 并 且 多 肽 链 已 经 延伸 足够 的 长 度 之 后 ， 信 和 号 序列 和 和 孔道 内 的 一 个 特殊 位 点 结合 ， 引 发 
孔道 开放 。 因 此 ， 一 个 内 质 网 信号 序列 经 过 了 两 次 识别 : 首先 被 细胞 质 基质 中 的 SRP 识别 ， 
再 被 内 质 网 蛋白 易 位 体 中 的 结合 位 点 识别 。 这 可 能 有 助 于 确保 只 有 那些 适宜 的 蛋白 质 进入 内 
质 网 腔 。 
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图 12-43 结合 在 Sec61 蛋白 易 位 体 上 的 核糖 体 
(A) 复合 体 侧 向 电镜 照片 的 重建 。(B) 易 位 体 俯视 图 (向 内 质 网 腊 方 向 俯视 )，(C) 结合 于 易 位 体 的 膜 结合 核糖 体 
示意 图 。 易 位 体 中 央 的 孔道 和 核糖 体 大 亚 基 上 的 通道 对 接 ， 通 过 这 条 通道 正在 生长 的 多 及 链 离开 核 精 体 [ 见 图 6-68(C)] 
(AMBER, Beckmann et al. , Science 278; 2123—2126, 1997, ) 


膜 内 的 碘 离 子 | 
内 质 网 膜 进入 核 精 体 使 染料 学 灭 
(B) © 


图 12-44 连续 水 孔道 连接 内 质 网 腔 和 核糖 体内 部 的 证 据 
在 这 一 实验 中 ， 荧 光 染 料 附着 延伸 多 肽 链 的 处 于 核糖 体内 部 的 一 段 上 。 (A 在 游离 核糖 体 中 ， 染 料 易于 
接触 细胞 质 基质 溶液 中 的 砚 离 子 。 当 这 种 离子 和 染料 结合 时 ， 可 使 荧光 染料 淳 灭 。(B) 相 比 而 言 ， 对 于 可 
以 和 内 质 网 形成 紧密 连接 的 膜 结合 核糖 体 ， 就 可 以 防止 碘 离 子 和 染料 相 接触 。(C) 当 向 内 质 网 腔 加 入 碘 
离子 时 ， 它 们 可 以 通过 易 位 体 一 路 进入 到 核糖 体 通道 中 溢 灭 腊 结 合 核糖 体内 部 的 染料 


内 质 网 膜 易 位 并 不 总 要 求 多 肽 链 同 时 进行 延长 


正如 已 经 知道 的 , 线粒体 、 叶 绿 体 和 过 氧化 物 酶 体 的 蛋白 质 以 为 都 发 生 在 转录 后 ， 即 蛋 
白质 已 经 被 合成 并 被 释放 至 细胞 质 基质 之 后 。 而 内 质 网 易 位 通常 发 生 在 转录 过 程 中 。 这 就 解 
释 了 为 什么 结合 与 内 质 网 的 核糖 体 一 般 不 结合 在 其 他 细胞 器 上 。 

但 是 仍 有 一 些 蛋白 质 是 在 其 完全 合成 后 输入 内 质 网 的 ， 说 明 内 质 网 易 位 并 不 总 是 要 求 正 


翻译 过 程 正在 进行 。 尤 其 是 酵母 细胞 中 的 跨 内 质 网 膜 和 细菌 中 跨 细胞 膜 〈 认 为 和 内 质 网 在 进 
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化 上 相关 ; 图 12-4) 的 翻译 后 蛋白 质 易 位 十 分 普遍 。 为 了 在 翻译 后 易 位 中 仍 发 挥 作用 ， 易 位 
体 需要 辅助 蛋白 将 多 肽 链 送 入 孔道 引发 易 位 〈 图 12-45)。 在 细菌 中 ， 一 种 易 位 动力 蛋白 ，Se- 
cA ATP 酶 ， 结 合 在 易 位 体 的 胞 质 面 ， 通 过 ATP 水 解 促使 动力 蛋白 发 生 周期 性 的 构象 转变 。 
每 次 一 个 ATP 水 解 时 ，SecA 蛋白 的 一 段 就 插入 易 位 体 孔 道中 ， 将 一 小 段 转运 蛋白 推 入 孔道 
中 。 这 种 环 轮 机 构 的 结果 是 使 SecA 蛋白 运送 多 肽 链 完全 通过 膜 。 
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图 12-45 ”结构 相似 的 易 位 体 驱 动 蛋白 质 易 位 的 3 种 方式 

CA) 协 翻 译 易 位 。 核 精 体 被 SRP 和 SRP 受 体 带 至 膜 ， 和 Sec61 蛋白 易 位 体形 成 紧密 结合 ， 多 肽 链 与 合成 时 一 样 星 线 
性 经 过 膜 。 膜 是 正在 延伸 的 多 及 链 的 唯一 途径 ， 这 一 过 程 不 需要 额外 的 能 量 。(B) 真 核 细胞 中 的 翻译 后 易 位 。 

-个 由 Sec62、Sec63、Sec71 和 Sec72 蛋白 组 成 的 附加 复合 体 结合 在 Sec61 易 位 体 上 。 当 易 位 多 肽 链 进入 内 质 网 腔 
时 ， 附 加 复合 体 将 BiP 分 子 沉积 在 其 上 。 由 ATP 驱动 的 BiP 分 子 结合 释放 循环 将 蛋白 质 拉 人 内 质 网 腔 。 这 一 机 制 和 
图 12-28 中 并 述 的 线粒体 输入 的 热 棘 齿 模 型 十 分 相似 。(C) 细 萌 中 的 翻译 后 易 位 。 合 成 完成 的 多 肽 链 通过 SecA ATP 
酶 的 作用 从 质 膜 上 易 位 体 的 胞 质 面 进入 易 位 体 。ATP 水 解 驱动 的 构象 转变 使 SecA 发 生 注射 器 活塞 样 的 运动 ， 每 一 
次 反应 循环 都 将 蛋白 质 多 肽 链 上 的 20 个 氨基 酸 推 过 易 位 体 孔 道 。 经 过 叶绿体 类 赛 体 膜 的 蛋白 质 易 位 的 Sec 路 径 和 这 
一 机 制 相似 [图 12-30(B)]。SRP 和 SRP 受 体 在 所 有 生物 体 中 都 存在 ， 而 Sec61 易 位 体 则 并 非 如 此 。SecA 仅 发 现存 

在 于 细菌 中 ， 而 Sec62、Sec63、Sec71 和 Sec72 蛋白 仅 存在 于 真 核 细胞 中 


真 核 细胞 使 用 一 组 不 同 的 和 Sec61 复合 体 相连 的 辅助 蛋白 。 这 些 跨 内 质 网 膜 的 蛋白 质 通 
过 内 质 网 膜 腔 面 上 的 一 个 小 结构 域 使 一 个 hsp70 样 的 伴侣 蛋白 〈 称 作 BiP， 即 结合 蛋白 ) 结 
合 在 刚 从 孔道 中 进入 内 质 网 腔 的 多 肽 链 上 。BiP 的 结合 分 离 周期 驱动 了 单 向 易 位 ， 这 和 前 面 
提 到 的 线粒体 hsp70 将 蛋白 质 拉 过 线粒体 膜 的 过 程 很 相似 。 

通过 翻译 后 机 制 运送 进入 内 质 网 的 蛋白 质 首先 被 释放 进入 细胞 质 基质 中 ， 和 前 面 讨论 的 
线粒体 、 叶 绿 体 蛋 白 一 样 ， 它 们 通过 和 伴侣 蛋白 的 结合 防止 自身 折 释 。 在 这 种 情况 下 ， 易 位 
在 没有 核糖 体 密封 孔道 的 条 件 下 发 生 ， 多 肘 链 究竟 如 何在 没有 离子 和 其 他 分 子 外 漏 的 情况 下 
通过 易 位 体 孔道 仍然 是 一 个 未 解 之 谜 。 


易 位 后 大 部 分 可 溶性 蛋白 质 的 内 质 网 信号 序列 被 切除 


我 们 已 经 知道 在 叶绿体 和 线粒体 中 ， 一 旦 前 体 蛋 白 通 过 膜 其 信号 序列 即 被 切除 。 相 似 地 ， 
内 质 网 N 端 信号 序列 也 被 内 质 网 膜 腔 面 上 的 信号 肽 酶 切除 。 但 是 信号 序列 本 身 不 足以 引发 信 
号 肽 酶 的 切除 ， 而 是 需要 一 个 与 之 邻接 的 酶 切 位 点 以 被 信号 肽 酶 特异 性 识别 。 我 们 在 下 文 将 
会 看 到 多 肽 链 内 部 而 非 N 端的 内 质 网 信号 序列 不 含有 这 样 的 识别 位 点 因而 不 会 被 切除 ;它们 
可 以 帮助 跨 膜 蛋白 在 易 位 完成 后 停留 在 类 脂 双 层 膜 中 。 
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可 溶性 蛋白 质 的 N 端 内 质 网 信号 序列 具有 双重 信号 功能 。 它 引导 和 蛋白质 至 内 质 网 膜 ， 又 
作为 起 始 转移 信号 (起 始 穿 膜 肽 》 打 开 孔道 。 即 使 已 被 信号 肽 切除 ， 信 号 序列 仍 被 认为 和 易 
位 体 相连 ， 以 至 于 剩余 部 分 蛋白 质 在 线形 穿 过 腊 时 形成 一 个 大 环 祥 。 一 旦 蛋白 质 的 C 端 穿 过 
TR, 易 位 蛋白 就 被 释放 到 内 质 网 腔 中 (图 12-46) 。 然 后 信号 序列 从 孔道 中 被 释放 出 来 被 内 
质 网 中 的 其 他 蛋白 酶 迅速 降解 为 氨基 酸 。 
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图 12-46 ”可 溶性 蛋白 质 经 过 内 质 网 膜 易 位 的 模型 
当 和 内 质 网 信号 序列 结合 时 〈 作 为 起 始 转移 信号 )， 易 位 体 孔 道 打 开 ， 使 多 肽 钾 以 环 祥 状 的 形式 穿 过 类 脂 双 层 膜 。 当 
蛋白 质 完成 易 位 后 ， 和 孔道 关闭 ， 但 是 易 位 体 向 类 腊 双 层 膜 内 部 侧 向 打开 ， 使 疏水 性 信号 序列 进入 双 层 膜 并 在 此 处 快速 
降解 在 这 幅 图 及 后 续 三 幅 图 中 ， 核 糖 体 被 省 略 以 使 其 更 加 清晰 ) 


当 和 易 位 体 孔 道 结合 时 ， 信 号 序列 不 仅 和 形成 孔道 壁 的 Sec61 复合 体 接触 ， 还 和 内 质 网 
膜 的 疏水 性 脂 质 部 分 接触 。 化 学 交 联 实验 中 信号 序列 和 脂 类 朴 水 链 的 共 价 连接 证 明了 这 一 点 。 
为 了 将 信号 序列 释放 于 膜 中 ， 易 位 体 必须 可 以 单 侧 打开 。 因 此 易 位 体 在 两 个 方向 都 有 门 控 效 
应 : 当 两 侧 都 打开 时 就 形成 一 个 跨 膜 孔道 可 以 使 蛋白 质 的 亲 水 性 部 分 穿 过 类 脂 双 层 膜 ， 当 单 
侧 打开 时 可 以 使 蛋白 质 的 疏水 性 部 分 插入 类 脂 双 层 膜 中 。 这 种 单 侧门 控 机 制 对 于 跨 膜 蛋 白 插 
人 类 脂 双 层 膜 十 分 重要 ， 我 们 将 在 下 面 进行 讨论 。 


在 单 次 跨 膜 蛋白 中 ， 唯 一 的 内 质 网 内 在 信号 序列 以 跨 膜 a 螺旋 的 形式 
保留 在 类 脂 双 层 膜 中 


最 终 停留 在 膜 中 的 蛋白 质 易 位 过 程 比 可 溶性 蛋白 质 要 复杂 许多 ， 因 为 一 部 分 多 肽 链 通 过 
了 类 脂 双 层 膜 而 另 一 部 分 则 未 通过 。 尽 管 如 此 ， 所 有 膜 蛋 白 的 插 人 模式 都 可 以 看 作 可 洲 蛋 白 
质 进入 内 质 网 腔 的 一 系列 步 又 的 变形 。 下 面 我 们 先 从 单 次 跨 膜 蛋白 图 10-17) 插入 内 质 网 的 
3 种 模式 开始 来 讨论 这 一 问题 。 

一 种 最 简单 的 情况 是 N 端 信号 序列 引发 易 位 ， 此 步骤 和 可 溶性 蛋白 质 相 同 ， 但 是 在 整 条 
多 肽 链 完成 跨 膜 前 ， 其 中 的 朴 水 性 片段 会 中 止 易 位 过 程 。 在 内 质 网 信号 序列 〈 起 始 转移 信号) 
被 易 位 体 释放 并 被 切除 后 ， 这 些 终止 转移 信号 把 蛋白 质 锚 定 在 膜 上 (图 12-47)。 终 止 转移 信 


号 通过 单 侧门 控 机 制 被 转运 到 类 脂 双 层 膜 中 ， 并 以 跨 膜 a 螺旋 片段 的 形势 在 此 处 停留 下 来 ， 
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其 N 端 在 膜 的 腔 面 ，C 端 在 膜 的 胞 质 面 。 


n 
起 给 转移 序列 D 


终止 转移 序列 人 


疏水 的 终止 。 疏水 的 起 始 
REL HELKA 
合 位 点 合 位 点 

易 位 蛋白 


内 质 网 膜 上 的 
RS UE É 


图 12-47 拥有 可 切除 内 质 网 信号 序列 的 单 次 跨 膜 蛋白 如 何 整 合 到 内 质 网 膜 上 
对 于 这 个 假想 恒 白 质 ， 协 翻译 易 位 过 程 由 N 端 作为 起 始 转 移 信号 的 内 质 网 信号 序列 (红色) 引发 ， 如 图 12-46 所 
示 。 除 了 这 个 起 始 转移 序列 以 外 ， 蛋 白质 还 含有 一 个 终止 转移 序列 〈 橙 色 )， 当 终止 转移 序列 进入 易 位 体 并 和 一 
个 结合 位 点 相互 作用 时 ， 易 位 体 就 改变 构象 并 侧 向 印 载 蛋 白 进入 类 脂 双 层 膜 


在 其 他 两 种 情况 中 ， 信 号 序列 是 内 在 的 而 不 是 处 于 蛋白 质 的 N 端 。 但 是 和 N 端 内 质 网 信 
号 序列 一 样 ， 这 些 内 部 转移 序列 也 被 SRP 识别 ， 将 正在 合成 蛋白 质 的 核糖 体 带 到 内 质 网 膜 上 
并 作为 起 始 转移 信号 引发 蛋白 质 易 位 。 被 易 位 体 释放 后 ， 内 在 起 始 转移 信号 仍 以 单 次 跨 膜 a 
螺旋 的 形式 保留 在 类 脂 双 层 膜 中 。 

内 在 起 始 转移 信号 序列 可 以 从 2 个 方向 和 易 位 装置 结合 ， 插 和 的 起 始 转移 信号 序列 的 方 
向 决定 了 哪 一 段 蛋白 质 片段 〈 在 起 始 转移 信号 之 前 的 还 是 之 后 的 ) 穿 过 膜 进入 内 质 网 腔 。 一 
种 情况 是 膜 蛋 白 的 C 端 在 内 质 网 膜 腔 面 [图 12-48(A)]， 另 一 种 情况 是 N 端 在 腔 面 [图 12-48 
(B)]。 起 始 转 移 信 号 序列 的 方向 如 图 中 所 示 ， 由 其 近 旁 的 带电 和 氨基酸 表明 。 


起 始 转移 信号 和 终止 转移 信号 的 组 合 决定 了 多 次 跨 膜 蛋白 的 拓扑 学 结构 


多 次 跨 膜 蛋 和 白 的 多 肽 链 来 回 多 次 穿 过 类 脂 双 层 膜 (PE 10-17)。 内 部 转移 序列 作为 这 种 蛋 
白质 的 起 始 转移 信号 引发 易 位 ， 直 到 遇 到 终止 转移 信号 时 才 停 止 易 位 。 在 两 次 跨 膜 蛋 白 中 ， 
多 肽 链 随 后 即 可 以 被 释放 于 类 脂 双 层 膜 中 〈 图 12-49)。 而 更 复杂 的 多 次 跨 膜 蛋白 拥有 很 多 朴 
水 性 的 跨 膜 螺旋， 因此 就 需要 第 二 个 起 始 转移 信号 再 次 引发 后 续 多 肽 链 的 易 位 过 程 ， 直 到 
下 一 个 终止 转移 信号 引起 多 肽 链 的 释放 ， 或 者 引发 后 续 的 起 始 穿 腊 和 终止 穿 膜 序列 行使 功能 
(图 12-50)。 

一 个 给 定 的 疏水 性 信号 序列 是 作为 起 始 转移 序列 还 是 作为 终止 转移 序列 是 由 它们 在 多 肽 
链 中 的 位 置 决定 的 ， 因 为 如 果 通 过 重组 DNA 技术 改变 它们 在 蛋白 质 中 的 位 置 ， 功 能 也 将 被 
相应 改变 。 因 此 ， 起 始 转移 序列 和 终止 转移 序列 的 差异 主要 来 自 它们 在 被 合成 的 多 肽 链 中 的 
相对 位 置 。SRP 似乎 是 从 伸展 多 肽 链 的 N 端 开始 ， 向 C 端 依次 搜寻 疏水 片段 ， 即 顺 着 蛋白 质 
被 合成 的 方向 。 通 过 识别 从 核糖 体 中 出 现 的 第 一 个 适宜 的 疏水 性 片段 ，SRP 设置 “可 读 框 ”: 
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内 质 网 膜 上 的 成 熟 的 
SUS BURA 


内 质 网 膜 上 的 成 熟 的 
SS BE 


图 12-48 具有 内 在 信号 序列 的 单 次 跨 膜 蛋白 插入 内 质 网 膜 
对 于 这 种 假想 蛋白 质 ， 内 质 网 内 在 信号 序列 作为 起 始 转移 信号 结合 易 位 体 ， 其 带 正 电荷 的 一 端 仍 贸 在 细胞 质 基质 中 。 
CA) 如 果 起 始 转移 序列 疏 水 性 核心 之 前 相 邻 的 部 分 比 之 后 相 邻 的 部 分 具有 更 多 的 正 电 荷 氨基 酸 ， 则 起 始 转移 序列 播 
人 易 位 体 的 方向 正如 此 图 中 所 示 。 相 对 于 信号 序列 的 C 端 一 侧 会 穿 过 膜 。(B) 如 果 起 始 转移 序列 玻 水 性 核心 之 后 相 
邻 的 部 分 比 之 前 相 邻 的 部 分 具有 更 多 的 正 电 荷 氨基 酸 ， 则 起 始 转移 序列 插 人 易 位 体 的 方向 正如 此 图 中 所 示 。 相 对 于 
信号 序列 的 N 端 一 侧 会 穿 过 膜 。 因 为 易 位 过 程 在 起 始 转移 序列 离开 核糖 体 之 前 不 能 发 生 ， 因 此 (B) 中 蛋白 质 N 端 
部 分 的 易 位 在 这 一 部 分 完全 合成 后 就 可 发 生 了 -。 注意 有 两 种 方式 可 将 N 端 定位 于 内 质 网 腔 的 单 次 跨 腊 蛋白 插入 膜 : 
一 种 如 图 12-47 所 示 ， 另 一 种 如 此 图 (B) 所 示 


如 果 易 位 开始 ， 下 一 个 适宜 的 疏水 性 片段 就 会 被 识别 作 终止 转移 序列 ， 引 起 两 个 序列 间 的 多 
肽 链 线 性 穿 过 膜 。 相 似 的 搜寻 过 程 会 一 直 持续 直到 所 有 的 蛋白 质 疏 水 区 域 都 被 插入 膜 中 。 
巾 于 膜 蛋白 总 是 按照 这 种 程序 从 内 质 网 的 胞 质 面 插入 膜 ， 所 有 相同 的 多 肽 链 会 在 类 脂 双 
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起 始 转移 序列 


图 12-49 具有 内 在 信号 序列 的 2 次 跨 膜 蛋白 插入 内 质 网 膜 
对 于 此 中 假想 蛋白 质 ， 内 质 网 内 在 信号 序列 作为 起 始 转移 信号 (图 12-48) 并 引发 蛋白 质 C 端 
部 分 的 易 位 。 当 终止 信号 序列 进入 易 位 体 后 ， 易 位 体 将 蛋白 质 侧 向 印 载 至 膜 中 
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x 
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(A) MERS © 
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(B) 


图 12-50 ”多 次 跨 膜 蛋白 视 紫红 质 插入 内 质 网 腊 
视 紫红 质 是 哺乳 动物 视网膜 感光 视 杆 细胞 中 一 种 光敏 蛋白 〈 讨 论 见 第 15 章 )。(A》 政 水 性 图 显示 视 紫 红 质 中 有 7 个 短 
的 政 水 性 结构 区 。(B) 最 靠近 N 端的 区 域 作为 起 始 转移 序列 引起 蛋白 质 前 面 的 N 端 部 分 穿 过 内 质 网 膜 。 后 续 的 6 个 玻 
水 性 序列 交警 作为 起 始 信号 序列 和 终止 信号 序列 行使 功能 。(C) 最 终 插入 内 质 网 膜 的 视 紫 红 质 的 N 端 在 内 质 网 腔 中 ，C 
端 在 细胞 质 基质 中 。 蓝 色 的 六 边 形 达 标 共 价 连 接 的 赛 糖 。 箭头 表 示 插 人 易 位 体 的 蛋白 质 部 分 


层 膜 中 有 相同 的 方向 。 巾 于 蛋白 质 在 内 质 网 膜 一 侧 所 暴露 的 结构 域 和 在 另 一 侧 所 暴露 的 结构 
域 不 同 ， 这 就 会 引起 内 质 网 膜 的 不 对 称 。 膜 在 出 芽 和 融合 ， 将 内 质 网 蛋白 质 运 送 至 其 他 细胞 
膜 系统 的 过 程 中 始终 维持 着 这 种 不 对 称 性 〈 讨 论 见 第 13 章 )。 这 样 ， 新 合成 的 蛋白 质 插入 内 
质 网 膜 中 的 方向 决定 了 这 个 蛋白 质 在 其 他 所 有 的 膜 系统 上 的 方向 。 

当 和 蛋白 质 被 从 膜 上 离 解 下 来 然后 被 用 于 重组 人 工 脂 赛 泡 时 ， 经 常会 出 现 蛋白 质 正确 朝向 
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和 相反 朝向 随机 混杂 的 结果 。 因 此 ， 在 细胞 的 膜 系统 上 观察 到 的 蛋白 质 不 对 称 性 似乎 不 是 蛋 
白质 的 内 在 性 质 ， 而 仅仅 是 由 蛋白 质 从 细胞 质 基质 插入 内 质 网 膜 这 一 过 程 造成 的 。 


易 位 多 肽 链 在 糙 面 内 质 网 腔 中 折 和 三 组装 


很 多 蛋白 质 只 是 暂时 停留 于 内 质 网 腔 中 ， 等 待 进入 其 他 目的 地 ， 其 他 蛋白 质 则 以 高 浓度 
留 在 内 质 网 中 。 这 些 内 质 网 驻 留 蛋 白 都 在 其 C 端 含有 一 个 4 个 氨基 酸 的 内 质 网 驻 留 信号 ， 负 
责 将 这 些 蛋 白质 保留 在 内 质 网 中 ( 表 12-3， 讨 论 见 第 13 章 )。 一 些 驻 留 蛋白 质 作为 催化 剂 帮 
助 很 多 易 位 进入 内 质 网 的 蛋白 质 正确 折叠 和 组 装 。 

一 种 重要 的 驻 留 蛋 白质 是 蛋白 质 二 硫 键 异 构 酶 
coon (PDD, 它 催化 半 胱 氨 酸 上 的 自由 殊 基 (一 SH) 氧化 
形成 二 硫 键 (一 S 一 S 一 )。 几 乎 所 有 在 分 泌 和 胞 知 途 
径 中 暴露 于 细胞 外 间隙 和 细胞 器 腔 内 的 蛋白 质 结构 域 
上 的 半 胱 氨 酸 都 形成 了 二 硫 键 ; 但 是 暴露 于 细胞 质 基 
质 中 的 半 胱 氨 酸 则 不 能 形成 二 硫 键 ， 因 为 这 里 是 一 个 
还 原 环境 。 

另 一 种 内 质 网 驻 留 蛋白 质 是 伴侣 蛋白 BiP。 我 们 
已 经 讨论 了 BiP 如 何 将 转录 后 的 蛋白 质 从 内 质 网 易 位 
体 拉 人 内 质 网 。 和 其 他 伴侣 分 子 一 样 ，BiP 识别 那些 
nH BERD AE KO ZE FARFOR AA EREN DEIR A G HE H 
ieee 质 。 这 样 ， 它 就 会 结合 那些 本 应 埋 在 正确 折 春 或 完成 
nN 装配 的 多 肽 链 内 部 的 氨基 酸 序列 。 一 个 BiP 结合 位 点 

的 例子 是 一 股本 应 埋 于 B 片 层 中 的 疏水 性 、 亲 水 性 氨 
基 酸 交 蔡 序列 。BiP 的 结合 不 但 防止 蛋白 质 聚 集 ， 还 
可 以 帮助 蛋白 质保 留 在 内 质 网 中 (保证 其 不 进入 高 尔 
基体 或 分 泌 途径 )。 和 结合 细胞 质 基 质 中 的 伸展 蛋白 
质 并 促进 它们 输入 线粒体 及 叶绿体 的 hsp70 家 组 相 
似 ，BiP 水 解 ATP 以 帮助 蛋白 质 折 养 ， 并 将 转录 后 
的 蛋白 质 输 入 内 质 网 。 
num- O 


tm- @ 大 多 数 糙 面 内 质 网 中 合成 的 蛋白 质 通过 
veenannm- & 加 N- 连 接 宸 糖 而 被 糖 基 化 


将 糖 链 共 价 连接 在 蛋白 质 上 是 内 质 网 的 主要 生物 
ma E NE RE A kiez, KERARI TR AE 
前 体 被 加 载 到 大 多 数 粗 面 内 质 网 膜 蛋白 上 
大 杠 中 的 五 形成 这 个 宫 术 的 核心 区 域 。 对 于 很 白 《包括 最 终 运送 至 高 尔 基体 、 溶 酶 体 、 细 胞 膜 或 者 
多 糖 重 白 米 说 ， 在 高 尔 基体 中 发生 的 春生 妆 切 过 细胞 外 间隙 的 蛋白 质 ) 都 被 糖 基 化 。 相 比较 而 言 ， 细 
程 中 只 有 核心 糖 能 被 保留 下 来 。 在 Asn-X-Ser 和 胞 质 基质 中 很 少 有 蛋白 质 被 糖 基 化 ， 发 生 了 糖 基 化 的 
Asn X-Thr 序列 中 OX 代表 除 腾 氨 酸 以 外 的 任何 蛋白 质 修饰 也 极为 简单 ， 一 般 是 将 N- 乙 酰 葡 糖 胺 单 
和 氨基酸》 只 有 天 冬 栈 胺 被 粮 基 化 。 这 两 种 序列 在 

链 加 在 蛋白 质 的 丝氨酸 和 苏 氨 酸 残 基 上 。 
糖 蛋 折 中 出 现 的 频率 远 远 小 于 未 糖 基 化 的 细胞 质 
基质 亚 白 ， 显 然 在 绰 白质 进化 的 进程 中 存在 不 利 。 在 理解 蛋白 质 糖 基 化 过 程 上 的 重大 进展 是 发 现 已 
于 这 些 序列 的 选择 压 ， 这 可 能 是 由 于 过 多 位 点 的 ERRARE h N-Z. HA 
糖 基 化 会 影响 蛋白 质 的 正常 折 答 萄 糖 组 成 ， 总 共 含 有 14 MARD 整体 被 转移 到 内 质 
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POU AE ES. SSE SBA EA NH 官能 团 上 ， 因 此 被 称 为 N- 连 接 
或 精 氨 酸 连接 (图 12-51) 。 转 移 由 一 种 称 作 窒 糖 基 转 移 酶 的 膜 结合 酶 催化 ， 这 种 酶 的 活性 位 
点 在 内 质 网 膜 的 腔 面 ;这 解释 了 细胞 质 基质 蛋白 为 什么 没有 这 种 形式 的 糖 基 化 。 寡 糖 前 体 被 
一 种 称 为 多 蓝 醇 的 特殊 脂 类 分 子 保留 在 内 质 网 膜 上 ， 在 精 氨 酸 残 基 经 过 蛋白 质 易 位 过 程 出 现 
在 内 质 网 腔 中 时 ， 寡 糖 前 体 就 立即 通过 一 步 酶 催化 反应 转移 到 目标 精 氨 酸 上 《〈 图 12-52)。 由 
于 大 部 分 蛋白 质 是 协同 翻译 输入 内 质 网 的 ， 所 以 N- 连 接 寡 糖 几乎 总 是 在 蛋白 质 合成 过 程 中 加 
到 和 蛋白质 上 的 。 


图 12-52 粗 面 内 质 网 中 的 蛋白 质 糖 基 化 
多 肽 链 几 乎 一 进入 内 质 网 腔 其 目标 天 冬 酰胺 就 被 糖 基 化 。 图 12-51 中 显示 的 赛 糖 前 体 以 一 个 完整 的 单位 被 连接 到 
天 冬 栈 胺 上， 这 一 反应 由 膜 结合 寒 糖 基 转 移 酶 催化 。 每 一 个 内 质 网 蛋白 质 易 位 体 都 连接 有 一 份 这 种 酶 以 及 信号 
肽 酶 〈 未 显示 核糖 体 以 便 更 清晰 ) 


赛 糖 前 体 通 过 一 个 高 能 磷酸 键 连接 在 多 菩 醇 脂 类 上 ， 为 图 12-52 所 示 的 糖 基 化 反应 的 启 
动 提供 了 活化 能 。 在 转移 到 蛋白 质 上 以 前 ， 整 个 赛 糖 前 体 是 一 个 单 粮 一 个 单 精 地 加 到 膜 结 合 
的 脂 类 分 子 上 的 。 每 一 个 单 糖分 子 先 在 细胞 质 基质 中 被 激活 形成 核 苷 酸 糖 中 间 物 ， 然 后 再 依 
次 将 其 糖 环 部 分 和 脂 类 结合 〈 直 接 或 间接 地 )。 当 这 一 过 程 进行 到 一 半 时 ， 脂 -连接 寡 糖 链 会 
从 内 质 网 膜 的 胞 质 面 翻转 至 腔 面 〈 图 12-53). 

所 有 成 熟 糖 蛋白 N- 连 接 寡 糖 结构 的 多 样 性 都 来 源 于 最 初 寡 糖 前 体 的 修饰 。 在 内 质 网 中 ， 
大 部 分 糖 蛋白 的 寡 糖 链 被 迅速 移 除 3 个 葡萄 糖 (图 12-51) 和 1 个 甘露 糖 。 我 们 将 在 下 文中 讨 
论 葡萄 糖 剪 切 的 重要 意义 。 这 种 寡 糖 链 剪 切 和 处 理 的 过 程 在 高 尔 基体 中 还 将 继续 ， 我 们 将 留 
到 第 13 章 进行 讨论 。 

到 目前 为 止 ， 习 连接 寡 糖 始终 是 发 现 的 所 有 糖 蛋白 中 最 普遍 的 寡 糖 。 有 时 ， 寡 糖 也 会 和 
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图 12-53 ” 粗 面 内 质 网 中 脂 - 连 接 寥 糖 链 的 合成 
寡 糖 链 是 由 单 精 依 次 装载 到 多 本 醇 脂 〈lipid dolichol) 载体 上 形成 的 〈 一 种 聚 类 异 戊 二 燃 ， 注 释 2-5), SMC ASL 
BRK HE: JE 22 个 五 碳 单位 可 以 穿越 类 脂 双 层 膜 3 次 以 上 ， 因 此 连接 其 上 的 守 糖 被 牢 牢 地 固定 在 腊 上 。 RARE Ae 
的 第 一 个 糖 环 以 一 个 焦 砚 酸 盐 桥 和 多 昔 醉 连接 。 这 个 高 能 键 最 终 活化 寡 糖 从 脂 类 转移 到 刚刚 伸 入 粗 面 内 质 网 腔 而 的 
多 肽 链 天 冬 酰 腕 侧 链 上 。 如 图 所 示 ， 寡 糖 的 合成 先 从 内 质 网 的 胞 质 面 起 始 ， 当 〈Man)s(GlcNAc); 脂 类 中 间 产 物 在 
运载 体 蛋 白 的 帮助 下 进行 了 跨 膜 翻转 后 ， 合 成 过 程 将 继续 在 腔 面 进行 。 所 有 后 续 在 内 质 网 腔 而 发 生 的 糖 基 转移 反应 
都 包括 多 若 醇 -P 葡萄 烽 和 多 梧 醇 -P- 甘 露 粮 的 糖 环 传递 ， 这 些 活化 状态 的 脂 连 接 单 精 是 由 多 梧 醇 确 酸 和 UDP -葡萄 精 
或 GDP -甘露 粮 在 内 质 网 胞 质 面 合成， 再 经 过 跨 膜 翻 转 进入 内 质 网 腔 面 的 。GlcNAc N- 乙 酰 葡 糖 胺 ， Man= 1 ORS: 
Gilc 一 葡萄 糖 


丝氨酸 、 苏 氨 酸 或 者 羟 赖 氨 酸 侧 链 上 的 羟基 相连 。 这 种 O- 连 接 寡 糖 在 是 高 尔 基体 中 通过 一 种 
至 今 尚 未 明确 的 途径 形成 的 。 


宕 糖 是 标记 蛋白 质 折 到 状态 的 标签 


关于 为 什么 进入 内 质 网 的 蛋白 质 会 发 生 如 此 普遍 的 糖 基 化 曾 引 发 了 长 期 的 争论 。 一 个 特 
别 令 人 费解 的 现象 是 一 些 蛋 白质 需要 N- 连 接 糖 基 化 来 帮助 自身 在 内 质 网 中 正确 折 秋 ,但 这 似 
乎 和 赛 糖 链 连 接 于 蛋白 质 表面 的 精确 位 置 无 关 。 蛋 白质 折叠 过 程 中 糖 基 化 作用 的 线索 来 自 于 
两 种 内 质 网 伴侣 蛋白 的 研究 。 由 于 两 种 蛋白 质 的 活性 都 离 不 开 Ca*+ ， 因 此 它们 分 别 被 称 作 钙 
连接 蛋白 和 钙 网 织 蛋白 。 这 些 伴侣 蛋白 是 凝集 素 ， 结 合 在 未 完成 折叠 的 蛋白 质 的 赛 糖 链 上 以 
保证 它们 驻 留 在 内 质 网 中 。 和 其 他 伴 个 蛋白 相似 ， 它 们 防止 未 完成 折 蚕 的 蛋白 质 发 生 不 可 逆 


的 聚集 。 钙 连接 蛋白 和 钙 网 织 蛋白 也 都 促进 未 完成 折叠 的 蛋白 质 和 其 他 内 质 网 伴侣 分 子 结合 ， 
+772 。 


后 者 会 结合 还 未 形成 二 硫 键 的 半 胱 氨 酸 。 

铬 连接 蛋白 和 钙 网 织 蛋白 识别 含有 单个 葡萄 糖 未 端的 N- 连 接 寡 糖 ， 因 此 仅 能 结合 那些 原 
先 3 个 葡萄 糖 中 的 2 个 被 内 质 网 糖苷 酶 切除 的 蛋白 质 。 当 第 3 个 葡萄 糖 被 移 除 时 ， 蛋 白质 将 
从 它 的 伴侣 蛋白 上 解 离 下 来 离开 内 质 网 。 

那么 ， 钙 连接 蛋白 和 钙 网 织 蛋 白 如 何 区 分 完成 折 释 的 蛋白 质 和 未 完成 折 秋 的 蛋白 质 呢 ? 
答案 来 自 另 一 种 内 质 网 酶 一 一 葡萄 糖 基 转移 酶 。 它 可 以 持续 向 丢失 了 最 后 一 个 葡萄 糖 的 寡 糖 
上 添加 一 个 葡萄 糖 单元 。 但 是 ， 它 仅 向 连接 在 未 折 一 蛋白 质 上 的 守 糖 添加 葡萄 糖 。 这 样 ， 未 
折 伙 蛋白 质 发 生 连续 多 次 葡萄 糖 剪 切 (通过 糖 背 酶 和 添加 (通过 糖 基 转 移 酶 后 仍 保持 对 
钙 连 接 蛋 白 和 钙 网 织 蛋 白 的 亲 和 性 ， 直 到 它们 达到 完全 折 伙 的 状态 (图 12-54) 。 
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图 12-54 ”N- 连 接 糖 基 化 在 内 质 网 蛋白 质 折 又 中 的 作用 
内 质 网 膜 结合 伴 倡 蛋 白 钙 连 接 蛋 白 结合 未 完全 折 准 蛋白， 但 后 者 的 N- 连 接 塞 糖 上 必须 含有 一 个 葡萄 糖 尾 。 钙 连接 蛋白 
将 这 些 蛋 白质 阻拦 于 内 质 网 中 。 糖 苷 酶 将 葡萄 精 尾 切除 ， 避 白质 即 从 钙 连 接 蛋 白 中 释放 出 来 。 葡 葡 糖 基 转 移 酶 是 决定 
蛋白 质 折 佑 正确 与 否 的 关键 性 酶 :如果 蛋白 质 尚未 折合 完成， 此 酶 会 将 一 个 新 的 葡萄 糖 从 UDP 葡萄糖 上 转移 到 蛋白 
质 的 N- 连 接 守 糖 上 ， 改 变 蛋白 质 对 钙 连 接 蛋 白 的 亲和力 ， 使 其 驻 留 在 内 质 网 中 。 这 一 过 程 循环 重复 直到 蛋白 质 折 骆 完 
成 ， 钙 网 织 蛋白 的 功能 与 此 相似 ， 只 是 后 者 尾 可 溶性 内 质 网 居留 蛋白 。 另 一 种 内 质 网 伴 个 蛋白 一 一 Erp57 (未 显示 ) 
和 铺 连 接 蛋 白 以 及 钙 网 织 蛋白 协同 作用 将 蛋白 质 驻 留 于 内 质 网 的 过 程 中 


未 正确 折 司 的 蛋白 质 被 输出 内 质 网 在 细胞 质 基质 中 降解 


即使 有 伴侣 蛋白 的 帮助 ， 很 多 易 位 进入 内 质 网 的 蛋白 质 分 子 都 未 能 实现 正确 的 折 和 登 或 赛 
RARE 〈 有 些 蛋 白质 甚至 超过 80%)。 这 样 的 蛋白 质 会 被 输出 内 质 网 进入 细胞 质 基质 被 降 
解 。 这 种 反 易 位 也 称 为 转 位 ， 是 通过 蛋白 质 最 初 进入 内 质 网 时 经 过 的 相同 易 位 体 (Sec61 复 
合体 ) 发 生 的 。 当 然 这 一 步 需要 其 他 蛋白 质 帮助 易 位 体 功能 翻转 。 但 是 这 些 已 经 没有 内 质 网 
信号 序列 的 错误 折合 蛋 白 是 如 何 被 识别 或 定位 的 目前 尚 不 清楚 。 

一 旦 错误 折 县 蛋白 进入 细胞 质 基质 ， 它 们 的 赛 糖 即 被 切除 。 去 糖 基 化 被 六 聚 糖 酶 〈gly- 
canase) 催化 ， 这 种 酶 切断 火 基 和 守 聚 糖 连 接 的 精 氨 酸 氨基 之 间 的 酰胺 键 移 除 赛 聚 糖 。 去 精 
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基 化 的 多 肘 链 迅速 被 内 质 网 结合 的 泛 素 缀 合 酶 泛 素 化 ， 随 即 被 送 入 蛋白 酶 体 (讨论 见 第 6 章 ) 
中 降解 (图 12-55). 
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白 酶 体 降解 。 错 误 折 肥 的 腹 蛋 白 也 以 相同 的 方式 降解 。 介 导 错 误 折合 蛋白 输出 的 易 位 体 和 介 导 其 输入 
的 易 位 体 类 型 相同 ， 与 易 位 体 结合 的 辅助 蛋白 质 使 得 易 位 体 可 执行 输出 易 位 


内 质 网 中 的 错误 折 二 蛋白 质 可 以 引发 蛋白 质 舒 展 反应 


细胞 严格 控制 着 各 个 空间 区 域 中 所 含 的 错误 折合 蛋白 的 数量 。 例 如 ， 错 误 折 有司 蛋 白 在 细 
胞 质 基 质 中 的 累积 将 引发 热 激 反应 〈 讨 论 见 第 6 章 )， 从 而 刺激 编码 细胞 质 基 质 伴侣 分 子 的 基 
因 转 录 ， 以 帮助 重新 折合 蛋 白质。 相似 地 ， 错 误 折 司 蛋 白 在 内 质 网 中 的 累积 将 导致 蛋白 质 舒 
展 反应 ， 包 括 增加 编码 内 质 网 伴侣 蛋白 和 内 质 网 蛋白 质 降解 酶 类 基因 的 转录 。 

细胞 质 和 内 质 网 中 存在 错误 折合 的 蛋白 质 的 信号 是 如 何 进入 细胞 核 的 ? 酵母 细胞 中 从 内 
质 网 到 细胞 核 的 通路 已 经 被 研究 得 较为 清楚 。 错 误 折 肥 蛋白 先 激活 内 质 网 的 跨 膜 蛋白 激酶 ， 
从 而 引发 激酶 的 寡 聚 化 和 自 磷酸 化 作用 〈 细 胞 外 生长 因子 以 相似 的 方式 激活 它们 的 细胞 膜 受 
体 ， 讨 论 见 第 15 章 )。 内 质 网 激酶 的 寡 聚 化 引起 该 激酶 分 子 上 的 内 切 核糖 核酸 酶 结构 域 激活 。 
这 种 核酸 酶 在 2 个 位 点 切割 细胞 质 基质 RNA 分 子 ， 除 去 1 个 内 含 子 。 分 开 的 外 显 子 被 RNA 
连接 酶 连接 ， 产 生 一 条 被 剪接 的 mRNA 在 核糖 体 上 翻译 出 基因 调节 蛋白 。 调 节 蛋 白 迁 移 进 入 
细胞 核 并 激活 编码 介 导 蛋 白质 舒展 反应 的 蛋白 质 基因 转录 (图 12-56) 。 


一 些 膜 蛋 白 获 得 共 价 连接 的 糖 基础 脂 酰 肌 醇 锚 点 


正如 第 10 章 所 述 ， 一 些 细胞 质 基 质 蛋白 质 催 化 单一 脂肪 酸 链 或 异 成 二 烯 基 和 特定 蛋白 质 
的 共 价 键 结合 。 已 经 连接 的 脂 类 帮助 引导 这 些 蛋 白质 至 细胞 的 膜 系统 。 内 质 网 膜 酶 可 以 催化 
一 个 相关 的 过 程 ， 将 糖 基础 脂 酰 肌 醇 (GPI) 锚 点 共 价 连接 在 一 些 最 终 存在 于 细胞 膜 中 的 蛋 
白质 的 C 端 。 这 种 连接 在 内 质 网 腔 中 形成 ， 同 时 蛋白 质 的 跨 膜 片段 被 切除 (图 12-57)。 大 多 


数 细胞 膜 蛋白 通过 这 种 方法 得 到 修饰 。 由 于 这 些 细胞 膜 蛋白 质 仅仅 通过 它们 的 GPI 锚 点 附着 
…774 。 
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图 12-56 酵母 中 的 未 折 双 蛋白 应 答 
通过 这 种 新 奇 的 细胞 内 信号 通路 ， 内 质 网 腔 内 累积 的 错误 折 欠 副 白 向 细胞 核发 出 信号 ， 激 活 一 些 基因 ， 这 些 基因 负责 纺 
SE B PY A Ey SR A Ait V AE F h GA UR REAR E 


在 细胞 膜 外 表面 ， 在 受到 激活 细胞 膜 特 异性 磷脂 酶 的 信号 刺激 后 ， 原 则 上 细胞 膜 蛋白 可 以 以 
可 溶性 的 形式 被 释放 出 去 。 例 如 ， 锥 虫 一 旦 受到 免疫 系统 的 攻击 ， 就 利用 这 一 机 制 脱 去 GPL 
锚 定 表面 蛋白 。 正 如 我 们 将 在 第 13 章 中 讨论 的 ，GPI 也 用 来 引导 细胞 膜 蛋白 进入 脂 筱 以 将 这 
些 蛋 白质 和 其 他 膜 蛋白 分 离开 。 


大 多 数 类 脂 双 层 膜 在 内 质 网 中 组 装 


内 质 网 膜 合成 几乎 所 有 细胞 膜 需要 的 主要 脂 类 ， 包括 磷脂 和 胆固醇 。 其 中 一 种 主要 的 磷 
脂 是 卵 磷脂 〈 又 叫 蛋黄 素 )， 它 由 1 个 胆 碱 、2 个 脂肪 酸 和 1 个 甘油 磷酸 酯 经 3 步 反 应 形成 
(图 12-58) 。 每 一 步 反 应 都 被 内 质 网 上 的 酶 催化 ， 酶 的 活性 位 点 朝向 细胞 质 基 质 ， 因 为 所 有 需 
要 的 反应 代谢 物 都 在 其 中 。 因 此 ， 磷 脂 的 合成 仅 发 生 在 内 质 网 膜 的 胞 质 面 。 在 第 一 步 中 ， 栈 
基 转 移 酶 相继 将 2 个 脂肪 酸 加 在 甘油 磷酸 酯 上 产生 磷脂 酸 ， 磷 脂 酸 的 水 不 溶性 使 它 在 合成 后 
保留 在 类 脂 双 层 膜 中 。 正 是 此 步 反 应 扩大 了 类 脂 双 层 膜 的 表面 积 。 后 两 步 反应 决定 了 新 合成 
的 脂 类 分 子 的 头 部 ， 进 而 决定 了 双 层 膜 的 化 学 结构 ， 但 不 导致 膜 的 净 增长 。 另 外 两 种 主要 的 
膜 磷 脂 磷 脂 酰 乙醇 胺 和 丝氨酸 磷脂 ) 以 及 一 种 次 要 的 磷脂 磷脂 酰 肌 醇 〈PI) 也 是 通过 这 种 
途径 合成 的 。 

由 于 磷脂 的 合成 仅 发 生 在 内 质 网 双 层 膜 的 胞 质 面 一 侧 ， 因 此 需要 一 种 机 制 将 新 合成 的 一 
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图 12-57 GPI 锚 点 和 内 质 网 内 蛋白 质 的 连接 
在 蛋白 质 合成 刚刚 完成 时 ， 和 蛋白 质 前 体 仍然 通过 一 个 玻 水 性 的 15 一 20 个 氨基 酸 的 C 端 序列 锚 定 在 内 质 
网 膜 上 ， 而 其 余 的 蛋白 质 部 分 则 在 内 质 网 腔 中 。 不 到 lmin， 内 质 网 中 的 酶 就 会 把 蛋白 质 从 膜 结 合 的 C 端 
切割 下 来 并 将 其 新 的 C 端 和 预 装配 好 的 GPI 中 间 产 物 的 氨基 连接 。 这 个 修饰 过 程 的 特异 性 信号 存在 于 琉 
水 性 的 C 端 信号 序列 和 内 质 网 腔 面 与 之 毗邻 的 几 个 氨基 酸 中 ， 如 果 这 个 信号 加 到 其 他 蛋白 质 上 ， 它 们 经 
过 此 修饰 过 程 。 由 于 具有 共 价 连接 的 脂 类 错 点 ， 蛋 白质 仍然 结合 在 膜 上 。 但 是 其 氨基 酸 首次 全 部 暴露 于 
内 质 网 腔 面部 分 ， 最 后 暴露 于 细胞 外 面 


Pi ee 


OH OH 


CDP- MaR 
x 甘油 3- 磷酸 
McA ou 
Bo 
酰基 转移 酶 O 
CH-CH-CH, CH-CH-CH, 
胞 质 


内 质 网 腔 


图 12-58 ”磷酸 卵 磷脂 的 合成 
这 种 矿 脂 是 由 脂肪 酸 乙酰 -辅酶 A、 甘 油 3- 磁 酸 和 胞 嘛 啶 -二 磷酸 胆 右 合成 的 
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些 磷脂 分 子 转移 到 腔 面 来 。 在 合成 的 类 脂 双 层 膜 中 ， 脂 类 分 子 并 不 是 通过 翻转 来 实现 转移 的 。 
但 是 在 内 质 网 中 ,磷脂 在 几 分 钟 之 内 就 能 达到 膜 两 侧 的 平衡 ,这 要 比 自发 的 翻转 快 将 近 
100 000 倍 。 这 种 快速 的 转 膜 运动 被 认为 由 一 种 称 为 scramblase 的 磷脂 易 位 体 介 导 ， 它 能 使 类 
脂 双 层 膜 两 叶 的 磷脂 快速 平衡 (图 12-59)。 这 样 ， 不 同类 型 的 磷脂 就 能 在 内 质 网 的 膜 两 叶 平 
均 分 散 。 除 了 scramblase， 细 胞 膜 还 含有 另 一 种 类 型 的 磷脂 易 位 体 ， 它 属于 ABC 运载 体 家 族 
(讨论 见 第 11 章 )。 这 种 翻转 酶 特异 性 地 从 类 脂 双 层 膜 的 细胞 外 叶 移 走 含有 自由 氨基 的 磷脂 
(丝氨酸 磷脂 和 磷脂 酰 乙 醇 胺 )， 再 利用 ATP 水 解 的 能 量 使 其 定向 翻转 进入 胞 质 叶 。 因 此 在 翻 
转 酶 的 维持 下， 细胞 膜 具 有 高 度 不 对 称 的 磷脂 组 成 。 
(A) 内 质 网 膜 (B) 质 腊 
胞 质 胞 外 


| 内 质 网 的 脂 双 层 ba lad 


wa 
i J ainsi hini | eie 
细胞 深 质 的 那 一 半 现 新 腊 的 运输 


TY fiiin 
BULLI 


Scramblase 催化 磷脂 
分 子 的 翻转 
2 
双 层 的 双 个 部 分 
均 对 称 生长 mn | 
图 12-59 磷脂 易 位 体 在 磷脂 双 层 膜 合成 中 的 作用 
(A) 由 于 新 的 脂 类 分 子 只 添加 在 双 层 膜 胞 质 面 层 并 且 脂 类 分 子 并 不 会 自发 的 从 一 层 翻转 至 另 一 层 ， 因 而 必须 依赖 膜 结合 
磷脂 易 位 体 将 脂 类 分 子 从 胞 质 层 转 至 腔 面 层 ， 这 样 膜 才 能 生长 为 双 层 形式 。scramblase 不 仅 特异 性 地 作用 于 特定 的 砚 脂 首 
基 ， 并 且 在 两 层 膜 间 平 衡 不 同 的 磷脂 。(B) 由 ATP 水 解 驱 动 ， 质 膜 中 首 基 特 异性 的 翻转 酶 主动 将 丝氨酸 磷脂 和 磷脂 酰 乙 


醇 胺 从 胞 外 层 定向 翻转 至 胞 质 层 ， 产 生动 物 细胞 质 膜 类 脂 双 层 膜 的 特征 形 不 对 称 图 10-14)。 质 膜 中 也 具有 scramblase, 
以 确保 两 层 膜 中 拥有 相同 量 的 脂 质 ， 因此 翻转 酶 的 连续 作用 是 维持 磷脂 对 称 所 必需 的 


内 质 网 也 产生 胆固醇 和 神经 酰胺 。 丝 氨 酸 和 一 分 子 脂肪 酸 发 生 聚 合 反应 形成 神经 畏 氨 醇 ; 
然后 第 2 个 脂肪 酸 分 子 加 在 神经 辅 胺 醇 上 形成 神经 酰胺 。 神 经 酰胺 从 内 质 网 被 运送 至 高 尔 基 
体 ， 成 为 两 种 脂 类 合成 的 前 体 : 将 神经 酰胺 加 上 究 糖 链 形成 糖 鞘 脂 〈 糖 脂 ) ， 将 磷酸 卵 磷 脂 的 
磷酸 胆 碱 基 团 转移 到 神经 酰胺 上 形成 神经 鞘 磷脂 。 因 此 在 膜 合成 的 过 程 中 ， 糖 脂 和 神经 畏 磷 
脂 都 形成 得 相对 较 晚 。 因 为 这 两 种 脂 类 都 是 由 高 尔 基体 腔 内 的 酶 催化 产生 并 且 不 是 脂 类 易 位 
体 的 底 物 ， 因 此 它们 仅 存在 于 类 脂 双 层 膜 的 非 胞 质 叶 。 
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磷脂 交换 蛋白 帮助 从 内 质 网 中 将 磷脂 运送 至 线粒体 和 过 氧化 物 酶 体 


正如 第 13 章 所 述 ， 细 胞 膜 、 高 尔 基体 膜 、 溶 酶 体 膜 和 胞 内 体 膜 都 通过 传递 蛋白 质 和 脂 类 
的 运输 赛 泡 使 自身 的 部 分 膜 和 内 质 网 膜 构 成 物质 交流 系统 。 但 是 线粒体 、 叶 绿 体 以 及 过 氧化 
物 酶 体 则 不 属于 这 一 系统 ， 因 此 它们 需要 其 他 机 制 来 输入 生长 必需 的 蛋白 质 和 脂 类 。 我 们 已 
经 知道 这 些 细胞 器 中 的 大 部 分 蛋白 质 是 从 细胞 质 基质 中 转运 的 。 此 外 ， 线 粒 体 可 以 修饰 它们 
输入 的 部 分 脂 类 ， 但 不 能 从 头 合成 它们 ; 因此 ， 它 们 的 脂 类 必须 从 内 质 网 中 直接 输入 或 通过 
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图 12-60 磷脂 交换 蛋白 
由 于 确 脂 不 溶 于 水 ， 它 们 在 腊 间 的 运输 需要 载体 
蛋白 ， 馆 腊 交 换 蛋 白 是 一 种 每 次 运载 一 个 确 脂 分 
子 的 水 溶性 蛋白 质 ， 它 们 可 以 从 一 膜 上 装载 一 个 
脂 质 分 子 再 在 另 一 膜 上 释放 ， 以 此 在 膜 包 被 细胞 
器 之 间 重 新 分 配 克 脂 。 从 内 质 网 到 线粒体 的 辜 酸 
SBME CPC) 的 净 转 移 可 以 不 需要 顿 外 能 量 供 
给 ， 因 为 内 质 网 膜 上 (其 生成 处 ) 的 PC 浓度 高 
而 线粒体 外 膜 上 的 PC 浓度 低 ， 预 计 线粒体 外 膜 上 
具有 脂 质 易 位 体 以 平衡 外 膜 脂 质 双 层 膜 的 脂 质 ， 
并 且 还 具有 一 种 机 制 促使 脂 质 在 线粒体 外 膜 和 内 


ME 


其 他 细胞 膜 系统 间接 输入 。 不 论 上 述 哪 一 种 情况 ， 
后 一 类 细胞 器 都 需要 特殊 的 转运 机 制 。 

被 称 为 磷脂 交换 蛋白 的 水 溶性 载体 蛋白 在 膜 之 
间 传递 磷脂 分 子 。 每 一 种 交换 蛋白 仅 特异 性 识别 几 
种 磷脂 。 它 可 以 将 磷脂 分 子 从 膜 中 “ 拉 出 "， 再 将 埋 
藏 于 它 的 脂 类 结合 位 点 的 磷脂 分 子 传递 出 去 。 当 交 
换 蛋 白 遇 到 其 他 膜 时 ， 会 将 结合 的 磷脂 分 子 释放 到 
新 的 类 脂 双 层 膜 中 〈 图 12-60)。 丝 氨 酸 磷脂 被 认为 
是 通过 这 种 方式 输入 线粒体 的 ， 并 且 在 线粒体 中 脱 
羧 产生 磅 脂 酰 乙 醇 胺 〈 脑 磷脂 )。 相 比 之 下 ， 卵 磷脂 
被 直接 输入 线粒体 而 无 需 任何 修饰 。 

交换 蛋白 在 所 有 膜 系统 间 随 机 散布 磷脂 分 子 。 
原则 上 说 ， 这 种 随机 交换 过 程 可 以 导致 脂 类 从 富 含 

此 的 膜 到 缺乏 上 脂 的 膜 的 净 运 输 。 例如， 这 一 过 程 可 
以 使 磷酸 卵 磷脂 和 丝氨酸 磷脂 分 子 从 合成 处 内 质 网 
转运 至 线粒体 或 过 氧化 物 酶 体 膜 。 在 细胞 质 基质 中 ， 
线粒体 和 过 氧化 物 酶 体 可 能 是 最 缺乏 脂 类 的 细胞 器 ， 
而 交换 过 程 可 以 满足 它们 对 脂 类 的 需要 。 在 电子 显 
微 镜 照 片 中 ， 线 粒 体 经 常 和 内 质 网 膜 很 近 地 并 列 排 


布 在 一 起 ,线粒体 特殊 的 脂 类 转运 机 制 可 能 就 发 生 
在 这 个 相互 邻近 的 区 域 里 。 


膜 之 间 转移 。 但 是 这 些 假想 的 通路 还 未 被 发 现 


小 结 


内 质 网 网 络 结构 是 几乎 所 有 细胞 脂 类 的 生产 场所 。 除 此 之 外 ， 很 大 一 部 分 细胞 蛋白 质 的 
合成 也 发 生 在 内 质 网 的 胞 质 面 。 所 有 最 终 将 被 分 泌 的 蛋白 质 和 所 有 最 终 保留 在 内 质 网 、 高 尔 
基体 、 溶 酶 体 、 胞 内 体 和 细胞 膜 中 的 蛋白 质 都 先 从 细胞 质 基质 运送 到 内 质 网 中 。 在 内 质 网 腔 
中 ， 蛋 白质 折 登 并 寡 聚 体 化 ， 形 成 二 硫 键 ， 添 加 NE 连接 寒 糖 。N- 连 接 糖 基 化 用 于 指示 蛋白 质 
的 折 登 程度 ， 所 以 蛋白 质 仅 能 在 其 正确 折 登 后 才能 离开 内 质 网 。 不 能 正确 折 悟 或 寡 聚 化 的 蛋 
白质 会 被 易 位 回 到 细胞 质 基 质 ， 并 在 此 处 去 糖 基 化 、 泛 素 化 ， 然后 被 蛋白 酶 体 降 解 。 如 果 错 
误 折 和 登 的 蛋白 质 在 内 质 网 中 过 度 累 积 ， 将 引起 蛋白 质 舒 展 反应 ， 即 激活 细胞 核 中 的 适宜 基因 
以 帮助 内 质 网 应 对 累积 的 错误 折 登 蛋白 。 

只 有 那些 的 带 特异 性 的 内 质 网 信号 序列 的 蛋白 质 可 以 输入 内 质 网 。 信 和 号 受 体 蛋 白 (SRP) 
识别 信号 序列 ， 同 时 结合 正在 延长 的 多 肽 链 和 核糖 体 ， 将 它们 引导 至 粗 面 内 质 网 的 胞 质 面 受 
体 蛋白 上 。 与 内 质 网 膜 的 结合 引发 易 位 过 程 ， 多 肽 链 通 过 跨 膜 蛋白 易 位 体 的 芍 水 孔道 线性 穿 
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过 内 质 网 膜 形成 一 个 环 祥 。 


最 终 分 尖 、 保 留 在 内 质 网 腔 或 者 转移 到 其 他 细胞 器 的 腔 内 的 可 溶性 蛋白 质 会 完全 进入 内 
质 网 腔 。 最 终 停留 在 内 质 网 膜 或 其 他 细胞 膜 系统 上 的 跨 膜 蛋白 部 分 通过 内 质 网 膜 ， 通 过 其 多 
肽 链 上 一 个 或 多 个 跨 膜 a 螺旋 区 将 自身 锚 定 在 膜 上 。 有 蛋白 质 的 这 些 疏 水 片段 在 易 位 过 程 中 作 
为 起 始 转移 信号 和 终止 转移 信号 。 当 一 条 多 肘 链 含有 多 个 交替 的 起 始 转移 信号 和 终止 转移 信 
号 时 ， 它 会 反复 穿 过 类 脂 双 层 膜 多 次 ， 形 成 一 个 多 次 跨 膜 蛋白 。 

内 质 网 蛋白 质 插入 和 糖 基 化 的 不 对 称 性 为 那些 由 内 质 网 提供 膜 蛋白 的 细胞 器 的 膜 建立 起 


方向 。 
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